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Seit Jahren sinkt in zunehmendem Maße die Akzeptanz antimikrobieller Leistungsförderer
bei den Verbrauchern. Entsprechend hat der EU-Ministerrat (EG-VO Nr. 2812/98 vom
17. Dezember 1998) zum 01.01.1999 – mit Übergangsregelung bis zum 01.07. bzw.
01.09.1999 – für sechs Leistungsförderer die Zulassung widerrufen; damit sind nur noch
4 antibiotische Leistungsförderer zugelassen, wobei weitere Verbote erwartet werden
müssen (siehe Weißbuch der EU-Kommission, DGXXIV). Alternativen, welche die
Wirkung bzw. Effekte der antibiotischen Leistungsförderer in vollem Umfang zu ersetzen
vermögen, stehen derzeit noch nicht zur Verfügung. Gleichwohl werden
„alternative Leistungsförderer“ dringend benötigt, um auch langfristig die Tiergesundheit
zu sichern und die Umweltbelastung aus der landwirtschaftlichen Veredelungsproduktion
zu reduzieren. Hinzu kommt, dass durch den zum Teil unkontrollierten Einsatz von
Antibiotika in der Therapie von Mensch und Tier Kreuzresistenzen zu Reserveantibiotika
(z.B. Vancomycin) zunehmend beobachtet werden. In diesem Zusammenhang sind die
Rückstandsproblematik und die damit verbundenen Wartezeiten der bei lebensmittel-
liefernden Tieren angewandten Medikamente zu sehen. Hier steht die Frage nach dem
Verbraucherschutz im Vordergrund. Landwirte und Tierärzte sind gefordert, Lösungen zur
Rückstandsproblematik und zum sogenannten „Therapienotstand“ zu suchen.
Derzeit sind Huminsäuren als Arzneimittel zur Therapie, Prophylaxe und Metaphylaxe von
Durchfallerkrankungen bei nahezu allen Tierkategorien – zum kurzfristigen Einsatz –
zugelassen. Auch in der Humanmedizin wird diese Substanzklasse bei gleicher Indikations-
stellung schon seit langem mit Erfolg eingesetzt.
Die Huminsäuren könnten möglicherweise aufgrund ihrer nachgewiesenen Wirkung im
therapeutischen Einsatz (schleimhautabdeckend, adstringierend, toxinbindend, anti-
bakteriell, viruzid) als Futterzusatzstoffe, d.h. in subtherapeutischer, nutritiver Dosierung,
eine Alternative zu den antimikrobiellen Leistungsförderern darstellen.
Über die Resorption von Huminsäuren liegen widersprüchliche Angaben vor; während
einige Autoren eine Eigenresorption für ausgeschlossen halten (KÜHNERT et al. 1989;
Produktinformation PHARMAWERK WEINBÖHLA 2000), fanden andere Forscher-
gruppen bei ihren Untersuchungen an der Ratte eine geringe Resorptionsrate (STEIN 1994;
KÜHNERT et al. 1994; LANGE et al. 1996). Das Verhalten der Huminsäuren im Magen-
Darm-Kanal ist noch wenig erforscht. Übertrittsmechanismen in die Blut- und Lymph-
bahnen sind gänzlich ungeklärt.
Huminsäuren sind eine Untergruppe der Huminstoffe, die in der Natur auf biologischem
Wege entstehen.
Diese Arbeit wurde in Kooperation mit dem Veterinär-Anatomischen Institut, Bereich
Histologie und Embryologie und dem Institut für Tierernährung, Ernährungsschäden und
Diätetik durchgeführt. Mit vorliegender Dissertation sollte erstmalig licht- und elektronen-
mikroskopisch untersucht werden, ob sich Huminsäuren in der Darmwand des Duodenums
von Ferkeln darstellen lassen und in welchen Schichten bzw. Zellen sie nach oraler
Applikation eingelagert werden. Zur Klärung dieser Fragestellung dienten verschiedene
histologische Färbungen. Mit Hilfe einer elektronenmikroskopischen Analyse sollten die
Huminsäuren auf ultrastruktureller Ebene dargestellt werden.
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2.1 Funktionelle Morphologie des Dünndarms unter besonderer
Berücksichtigung des Schweineduodenums
2.1.1 Histologischer Aufbau
Der histologische Wandaufbau des Darms ist an allen Stellen des Darmrohres weitgehend
gleich und gliedert sich vom Lumen aus in:
1. Tunica mucosa: - Epithelium mucosae
- Lamina propria mucosae
- Lamina muscularis mucosae
2. Tela submucosa




5. Tunica serosa: - Lamina propria serosae
- Mesothelium serosae
(TRIER u. MADARA 1981; LEONHARDT 1990; LANWEHR 1998; FRITSCHE 1998).
Der Dünndarm besitzt von allen Hohlorganen die größte innere Oberfläche im Vergleich
zur Außenfläche, wobei die Oberfläche durch Falten und Zotten ca. 20-fach und durch die
Mikrovilli etwa 30-fach vergrößert wird. Diese organspezifischen Sonderbildungen der
Tunica mucosa sind Ausdruck der vor allem in diesem Darmabschnitt stattfindenden
Verdauungsvorgänge, die durch Resorption und Synthese von Verdauungsenzymen
gekennzeichnet sind (DOBBINS 1975; SMOLLICH 1992; EHINGER 1998). Auch die
Dichte der Darmzotten ist in diesem Darmbereich mit etwa 20 - 40 Stück pro
Quadratmillimeter sehr hoch; dabei weisen die Dünndarmzotten eine Länge von 0,3 mm
bis 1,5 mm auf (TRIER 1967; VODOVAR 1964; SMOLLICH 1992; LIEBICH 1999). Sie
besitzen ein gut ausgeprägtes Blut- und Lymphgefäßsystem, welches mit Hilfe von glatten
Muskelzellen ausgepreßt wird. Diese sogenannte Zottenpumpe repräsentiert einen
wichtigen kreislaufdynamischen Vorgang (HORSTMANN u. BREUCKER 1972), der sich
dadurch auszeichnet, dass bei der Absorption die Kapillaren gleichmäßig durchströmt
werden. In der Verdauungsruhe hingegen wird der Blutstrom über arteriovenöse
Kurzschlüsse (countercurrent exchanger) umgeleitet. In jeder Zotte sind 1 – 2 Zotten-
arterien lokalisiert, die axial bis zur Zottenspitze verlaufen und sich dort in ein dichtes
subepitheliales Kapillarnetz verzweigen (JACOBSON u. NOER 1952; MOTTA u. FUJITA
1988; EHINGER 1998). Die Kapillaren vereinigen sich wieder zu Zottenvenen, die
paraaxial zur Zottenbasis zurücklaufen (BELLAMY et al. 1973). Diese spezifische
Mikrovaskularisation gewährleistet die Versorgung der sekretorisch aktiven Epithelzellen,
zumal die Kapillaren unterhalb der Epithelzellen fenestriert sind (LUNDGREN u.
HAGLUND 1978). In jeder Zotte befindet sich außerdem ein an der Zottenspitze blind
Literaturübersicht 3
beginnendes Lymphgefäß (GRAU u. SCHLÜNS 1962; HORSTMANN u. BREUCKER
1972; EHINGER 1998), welches beim Schwein einen Durchmesser von 11 – 40 µm
besitzt. In dieses zentrale Zottenlymphgefäß oder in ein verzweigtes Netzwerk aus Lymph-
gefäßen in der Lamina propria mucosae gelangt die interzelluläre Flüssigkeit, die sich
durch Poren in der Basalmembran mit der Gewebeflüssigkeit der Interzellularspalten und
der prälymphatischen Kanäle der Lamina propria mucosae und des Domepithels vermischt
(LOWDEN u. HEATH 1994). Interzelluläre Lücken aus benachbarten, sich überlappenden
Endothelzellen verhindern einen Rückfluß der Lymphe ins Gewebe (LOWDEN u. HEATH
1992). Das zentrale Lymphgefäß und die kleinen Lymphgefäße der Lamina propria
mucosae, die beim Schwein generell mit Gefäßklappen ausgestattet sind, penetrieren die
Lamina muscularis mucosae und transportieren auf diesem Weg Antigene, Zellen und
Zellprodukte des follikelassoziierten Epithels oder der Interzellularflüssigkeit durch die
Lamina propria mucosae. Danach setzen sie ihren Weg auf 2 verschiedene Arten fort:
• als Lymphgefäße, die direkt in die Tiefen der Tela submucosa ziehen und dabei
zwischen den Lymphfollikeln verlaufen oder
• als Lymphzisternen, die an die Lymphfollikel angrenzen.
Lymphgefäße, die Lymphfollikel der PEYER-Platten betreten oder verlassen, konnten
beim Schwein im Ileum nicht gefunden werden (LOWDEN u. HEATH 1994).
Die Lamina epithelialis mucosae bildet ein einschichtiges hochprismatisches Epithel, das
eine echte durchgehende Schleimhaut darstellt. Das Epithel wird vorwiegend aus
Enterozyten und den dazwischen lokalisierten Becherzellen gebildet (Abb. 2.1 und
Abb. 2.2).
In den Krypten der Lamina propria mucosae befindet sich am Drüsengrund ebenfalls ein
einschichtiges, hochprismatisches Epithel (HEBEL 1960), wobei sich diese Epithelzellen
ständig mitotisch teilen und durch ihre Undifferenziertheit die Regeneration der
epithelialen Resorptionsschranke mit allen ihr eigenen Zelltypen ermöglichen (SCHMIDT
et al. 1985). Die epitheliale Resorptionsschranke schützt den Organismus vor
unkontrollierter Stoffpassage. Diese Barriere zwischen äußerer Umgebung und innerem
Milieu verhindert die Aufnahme exogener Schadstoffe und den Verlust wertvoller
körpereigener Substanzen (POWELL 1981). Dennoch ist ein gerichteter und regulierbarer
Transport von Ionen und Molekülen möglich (LECLERCQ 1999). Der Dünndarm zählt
dabei zu den undichten (leaky) Epithelien, die sich durch einen geringen
Gewebewiderstand auszeichnen und deren wichtigster Anteil der transepithelialen
Ionenleitfähigkeit der diffusible, parazelluläre Weg ist (POWELL 1981; LECLERCQ
1999). Die Regeneration der Lymphfollikel und des Domepithels erfolgt ebenfalls aus den
Krypten (BYE et al. 1984). In den Lymphfollikeln werden morphologisch und funktionell
3 Kompartimente unterschieden:
• Der Lymphfollikel mit seinem Keimzentrum und der umgebenden Korona, in der die
Lymphopoese abläuft
• Die interfollikuläre Zone, in der die Lymphozyten verkehren
• Das ″dome″, das aus einer gemischten Zellpopulation von Makrophagen, Plasmazellen
und Lymphozyten besteht und mit follikelassoziiertem Epithel bedeckt ist
(CHU et al. 1979a; EHINGER 1998)
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Literaturübersicht 5
Dieses Domepithel bildet auf der einen Seite eine Barriere zwischen dem antigenhaltigen
Darmlumen und den lymphoretikulären Immuneinrichtungen. Auf der anderen Seite fördert
es die Antigenaufnahme und -weitergabe an immunkompetente Zellen (MICHEL 1992;
WIESNER u. RIBBECK 2000). Es fungiert als Grenzschicht zwischen dem Darmlumen
und den PEYER-Platten (LANWEHR 1998).
Die Lamina propria mucosae besteht aus lockerem Bindegewebe, das die Trägerschicht für
die Schleimhaut bzw. die Darmzotten bildet und sich zwischen den LIEBERKÜHN-
Krypten verdichtet. Beim Schwein ist insbesondere lymphoretikuläres Gewebe eingelagert,
welches vor allem Lymphozyten, Plasmazellen, Makrophagen, Granulozyten und
Mastzellen enthält (SAWICKI et al. 1977; McNABB u. TOMSAI 1981; MAYRHOFER et
al. 1983; JANOSSY et al. 1986; SMINIA u. JEURISSEN 1986; KAMBARAGE et al.
1995; LANWEHR 1998). Zudem lassen sich feine Nervenfasergeflechte, Myofibroblasten,
Retikulin- und elastische Fasern und glatte Muskelzellen lokalisieren.
Die Lamina muscularis mucosae wird aus einzelnen spiralig verlaufenden glatten Muskel-
zellen gebildet (LANWEHR 1998), die in zwei Schichten angeordnet sind, was Kenn-
zeichen für einen mäßig gedehnten Darm ist. Sie dient der Schleimhautbewegung und ist
bei den einzelnen Tierarten unterschiedlich dick. Über den PEYER-Platten, die aus
Aggregationen von solitären Lymphfollikeln in der Lamina propria mucosae gebildet
werden (POSPISCHIL 1989; KUHN u. KAUP 1996; EHINGER 1998), und den großen
Lymphfollikeln wird diese Darmschicht sehr dünn oder verschwindet vollständig
(HEBEL 1960). PEYER-Platten spielen eine zentrale Rolle bei der Aufnahme von
Antigenen, der Induktion von Immunantworten, der Proliferation von B-Lymphozyten und
der Synthese von Immunglobulinen (PABST 1987; BALEMBA et al. 1998).
Die Tela submucosa hat zwei wichtige Funktionen. Zum einen stellt sie eine Versorge- und
Verschiebeschicht dar, zum anderen unterstützt sie den Ingestatransport in Längsrichtung.
Lockeres Bindegewebe bildet die Grundstruktur, in die viele Blut- und Lymphgefäße sowie
multipolare autonome Nerven eingebettet sind (DOBBINS 1975). Neben kollagenen und
elastischen Fasern kommen vor allem beim Schwein viele Fettzellen vor. Solitäre Lymph-
follikel, die sich in der Tunica mucosa und der Tela submucosa des gesamten Darmtrakts
finden lassen, aggregieren in Jejunum und Ileum zu antimesenterial gelegenen Lymph-
follikeln, den PEYER-Platten (DOUGHRI et al. 1972; BINNS u. LICENCE 1985;
REYNOLDS 1985; LANWEHR 1998), die über das Domepithel mit dem Darmlumen in
Verbindung stehen. Während einer Immunantwort auf eine mukosale Exposition mit Anti-
genen können die Lymphfollikel ihre Anzahl und ihre Lokalisationsstelle ändern (OWEN
u. ERMAK 1990). In dieser Schicht läßt sich außerdem der Plexus nervorum submucosus
(MEISSNER-Plexus), bestehend aus dem Plexus submucosus externus und dem Plexus
submucosus internus (SCHEUERMANN et al. 1987; STACH 1988; TIMMERMANS et
al. 1992; BALEMBA et al. 1999), finden. Seine Funktion besteht in der Regulation von
Peristaltik und Sekretion der Lamina muscularis mucosae, die weitestgehend unabhängig
vom vegetativen Nervensystem gesteuert wird. Zudem sind hier die Glandulae
submucosae, auch als Brunner- bzw. Duodenaldrüsen bezeichnet, lokalisiert. Beim
Schwein liegen diese verzweigten, tubuloazinären Drüsen über eine Strecke von 3 - 5 m
anfangs in kompakten Drüsenlagern, die sich im weiteren Verlauf in Einzeldrüsen
auflockern. Ihre Aufgabe ist die Sekretion des Duodenalsafts, ein bikarbonat- und
muzinreicher, alkalischer Verdauungssaft mit vielen Natriumionen, Di- und
Aminopeptidasen.
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Die Tunica muscularis gliedert sich in ein stärker ausgebildetes Stratum circulare und ein
schwächer ausgebildetes Stratum longitudinale (PRADO u. DIDIO 1999), die durch eine
faser- und nervenreiche Schicht getrennt werden. Diese aus glatten Muskelzellen
bestehende Tunica muscularis ist für den Ingestatransport in Längsrichtung verantwortlich
und beherbergt den Plexus nervorum myentericus, der auch als AUERBACH-Plexus
bezeichnet wird (STACH 1988; TIMMERMANS 1991; BALEMBA et al. 1999). Dieser
Plexus hat die autonome Regulation von Peristaltik und Sekretion der Tunica muscularis
zur Aufgabe.
Die Tela subserosa bildet die lockere bindegewebige Unterlage für die Tunica serosa, die
den äußeren Abschluß der Darmwand repräsentiert. Sie besteht aus einer einschichtigen
Lage flacher, verformbarer, polygonaler Zellen (LEONHARDT 1990; LANWEHR 1998)
und dient der Aufnahme von Stoffen aus der Abdominalhöhle und der Sekretion von
seröser Flüssigkeit in diese.
2.1.2 Ultrastruktur der duodenalen Schleimhaut
2.1.2.1 Lamina epithelialis mucosae
Die epitheliale Grenzschicht setzt sich überwiegend aus 4 verschiedenen Zelltypen






Bei den Enterozyten handelt es sich um resorptionsaktive Zellen, die auch als Saumzellen
bezeichnet werden und in allen Darmabschnitten die größte Zellpopulation bilden. Sie
besitzen einen längsovalen bis rundlichen, locker strukturierten Kern, dessen Position vom
Alter des Tieres und vom Darmabschnitt abhängig ist. So liegt der Zellkern bei neuge-
borenen Ferkeln meist apikal und im Duodenum in der Zellmitte, bei älteren Tieren
hingegen parallel zur Längsachse in der basalen Hälfte der Zelle (CLARKE u. HARDY
1971; WAGNER et al. 1973; SMITH u. PEACOCK 1980). Im Zytoplasma lassen sich
viele freie Ribosomen und feine Filamente darstellen. Die Enterozyten sind zudem reich an
Mitochondrien, zeigen neben Lysosomen ein ausgeprägtes glattes und rauhes endo-
plasmatisches Retikulum, sowie einen gut ausgebildeten GOLGI-Apparat. Alle diese
Strukturen liegen im supranukleären Bereich der Zelle, wohingegen infranukleär nur einige
Mitochondrien und Teile des rauhen endoplasmatischen Retikulums lokalisiert sind
(DAVID u. UERLINGS 1967).
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Auf ihrer apikalen Oberfläche tragen die Enterozyten 2000 - 3000 Mikrovilli pro Zelle.
Dies entspricht 50 - 100 Millionen Mikrovilli pro mm² Epithel (GEBBERS u. LAISSUE
1984). Diese Membranfortsätze haben eine Länge von ca. 1µm (TIDBALL 1971) und
einen Durchmesser von 0,1 µm (SMOLLICH 1992). Ihre Anzahl ist über den gesamten
Dünndarm konstant (BRENNAN et al. 1999).
In ihrem Inneren werden sie von 30 - 40, in Bündeln verlaufenden Zentralfilamenten
durchzogen, die Aktin, Myosin und Tropomyosin enthalten, und im apikalen
Zytoplasmabereich über α - Aktinin in das Plasmalemm inserieren (HULL u. STAEHELIN
1979; MOTTA u. FUJITA 1988). An der Basis treten die Zentralfilamente mit dem
Zytoskelett durch horizontale Quervernetzung, sogenannte ″terminal webs″ in Verbindung,
die an den lateralen Seiten mit dem Schlußleistennetz verknüpft sind (WAGNER et al.
1973; MORIN u. MOREHOUSE 1974; HULL u. STAEHELIN 1979). Eine
zytoplasmatische Bewegung des Enterozyten setzt sich auf diese Art auf die kontraktilen
Filamente fort und veranlaßt so die Mikrovilli zu einer aktiven Bewegung (PADYKULA
1977; GEBBERS u. LAISSUE 1984). Diese Bewegung beeinflußt das Durchmischen und
die Resorption der Nahrung positiv.
Auf ihrer luminalen Seite haben die Mikrovilli eine ausgeprägte, aus Glykoproteinen und
Glykolipiden bestehende Glykokalix (ITO 1965; EGBERTS et al. 1984). Diese kann nicht
durch proteolytische und mucolytische Enzyme aufgelöst werden (JOHANNSEN 1985)
und besitzt eine ausgesprochene Schutzfunktion gegen Toxine, Bakterien, Viren und
Protozoen. Die Glykokalix unterscheidet sich dabei chemisch und morphologisch vom
Sekret der Becherzellen (TRIER 1967). Die Schutzfunktion der Glykokalix wird noch
durch einen gewissen Gehalt an sekretorischen Immunglobulinen verstärkt (ITO 1965).
Dafür statten die Enterozyten die dimeren Ig A - Moleküle mit einer “secretory
component“ aus, durch welche die Immunglobuline vor einer Verdauung im Darmlumen
geschützt werden (DOBBINS 1975). BROWN et al. (1976) benutzten die
Immunelektronenmikroskopie, um die Lokalisationsstellen der “secretory component“ und
der Immunglobuline Ig A und Ig M im menschlichen Darm darstellen zu können. Die
“secretory component“ konnte im perinucleären Bereich, im endoplasmatischen Retikulum,
im GOLGI-Apparat, in zytoplasmatischen Vesikeln und der lateralen sowie basalen
Membran von Epithelzellen, besonders in den Krypten, nachgewiesen werden. In den
Plasmamembranen und den zytoplasmatischen Vesikeln sind ebenfalls das Ig G und Ig M
lokalisiert (JOHANNESSEN 1980). Über eine MHC class II Molekülausschüttung im
Dünndarm fungieren die Enterozyten indirekt als antigenpräsentierende Zellen (BLAND
1987; SOLLID et al. 1988; SPENCER et al. 1986; VIDAL et al. 1989).
Seitlich an den Enterozyten ausgebildete Interdigitationen dienen der Oberflächen-
vergrößerung und dem Stofftransport untereinander. Apikal sind die Enterozyten durch
Zonulae occludentes und andere Haftkomplexe eng verbunden (REVEL 1982;
KIRKPATRICK u. PEIFER 1995; EHINGER 1998; ALTER 1999), wobei an der Zellbasis
eine Erweiterung der Interzellularräume zu beobachten ist, die sich an der Zottenspitze
noch verstärkt (TRIER u. MADARA 1981; MOON et al. 1983; MOTTA u. FUJITA 1988;
LOWDEN u. HEATH 1994). Durch Semidesmosomen besteht eine mechanische
Verbindung der Enterozyten zur Basalmembran.
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Die Neubildung der Enterozyten geschieht durch mitotische Teilung in den Tiefen der
Krypten (POTTEN u. LÖFFLER 1990; KATTEIN 1998; URLAUB 1998). Aus den
Krypten wandern sie entlang der Zottenwände lumenwärts und differenzieren zu reifen
Enterozyten (MOON u. JOEL 1975; HAGEMANN et al. 1979; POTTEN u. LÖFFLER
1990; KATTEIN 1998). Während dieser Phase entwickelt sich ebenfalls die Verdauungs-
und Absorptionsfähigkeit (MOON et al. 1983). Die Wanderungsgeschwindigkeit der
Enterozyten ist neben der Spezies und der Darmlokalisation vom Alter der Tiere abhängig.
Entsprechend ist beim postnatalen Ferkel die Migration innerhalb von 7 - 10 Tagen ab-
geschlossen, wohingegen sich diese Zeitspanne beim 3 Wochen alten Ferkel auf 2 - 4 Tage
verkürzt (MOON et al. 1983; URLAUB 1998). Die noch nicht voll ausdifferenzierten
Enterozyten weisen kurze und breite Mikrovilli auf, die weniger zahlreich und von
irregulärer Gestalt sind. Interzelluläre Spalten und Interdigitionen sind zwischen diesen
Zellen, die über viele Desmosomen verbunden sind, kaum zu finden (TRIER 1968). Am
Ende der Migrationsdauer steht die Abschilferung an der Zottenspitze, die von den Autoren
als “Extrusionszone“ bezeichnet wird (CHENG u. LEBLOND 1974 a, b; MOON et al.
1983; URLAUB 1998; EHINGER 1998).
b) Becherzellen
Erstmalig erwähnt wurde die Becherzelle von HENLE (1837), in dem er die Becherzelle
als ein „helles, kugeliges Bläschen mit kurzem körnigem Stiel“ beschrieb.
Bei der Becherzelle handelt es sich um die einfachste Form, den Prototyp einer
einzelligen Drüsenzelle, die solitär intraepithelial liegt und sekretorisch aktiv ist. Ihre
Anzahl nimmt vom Duodenum zum Ileum zu und findet ihre größte Verbreitung im
Dickdarm. Dabei sind die meisten Becherzellen des Dünndarms locker verteilt in den
LIEBERKÜHN-Krypten lokalisiert. Im Zotten- bzw. Oberflächenepithel sind sie dagegen
nur vereinzelt zu finden (NOGUEIRA u. GODINHO 1981; GRAUMANN 1973;
TALHOFER 1987; URLAUB 1998). Die Anzahl der Becherzellen erhöht sich zudem bei
chronischen Reizzuständen, die durch äußere Faktoren ausgelöst werden können
(SAJONSKI u. SMOLLICH 1990; URLAUB 1998) und durch Freisetzung der Hormone
Histamin, Reserpin und Agentien (FORSTER et al. 1982; NEUTRA et al. 1982; MCCOOL
et al. 1990). Eine vermehrte Schleimproduktion wird zudem bei der Bildung von
Immunkomplexen beobachtet (WALKER et al. 1977; LAKE et al. 1979). LEV (1970) hält
diese vermehrte Schleimproduktion nur über eine Zunahme der Becherzellen für möglich.
Die Bildung von Guanylin in reifen Becherzellen beeinflußt dabei den Hydratationsgrad
des Schleims (LI et al. 1995) Die Entwicklung der Becherzellen beginnt in den Krypten
mit einer undifferenzierten “crypt base columnar cell“ (CHENG u. LEBLOND 1974;
BJERKNES u. CHENG 1981), die von HOLLMANN (1965) und NABEYAMA (1975) als
“vacuolated cell“ bezeichnet wird. Bei der Migration entlang der Zotten besitzen die
Becherzellen eine mitotische Aktivität (LEBLOND u. MESSIER 1958; LINDNER 1969,
1971). Während dieser Wanderung erfährt die Zelle einen Reifungsprozeß (POTTEN u.
LÖFFLER 1990; KATTEIN 1998), der sich in der Synthese von Sekretgranula im rauhen
endoplasmatischen Retikulum und im GOLGI-Apparat widerspiegelt. Die Sekretgranula
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werden nach ihrer Synthese im apikalen Bereich der Zelle gespeichert (PADYKULA
1977). Durch die Reifungsprozesse ändert sich die Gestalt der Becherzelle. Die junge
Becherzelle besitzt einen gut entwickelten GOLGI-Apparat und ein ausgeprägtes rauhes
endoplasmatisches Retikulum, einen runden bis ovalen, im basalen Abschnitt liegenden
Zellkern, wenige Lysosomen, viele Mitochondrien und freie Ribosomen (WILLE 1984;
MAALA u. CUMMINGS 1985; URLAUB 1998; EHINGER 1998). Bei der reifen
Becherzelle werden die Zellorganellen durch die verschmelzenden Sekretgranula in den
basalen Teil der Zelle verdrängt. Durch eine zusätzliche Ausbuchtung des apikalen
Abschnitts erhält die Becherzelle ihre typisch zweigeteilte Form. Bei dieser Umwandlung
werden die Mikrovilli breiter und flacher oder verstreichen vollständig (FREEMAN 1962
1966; TRIER 1968; RUTSCHKE 1973; URLAUB 1998). Zusätzlich bilden die
Becherzellen in ihrem Lumen ein Netz aus Mikrotubuli und Intermediärfilamenten, die als
″Theca″ bezeichnet werden (SPECIAN u. NEUTRA 1984), aus. Dieses Netz grenzt die
Granula vom Zytoplasma ab und gibt der Becherzelle ihr typisches Aussehen (URLAUB
1998). Die Lebensdauer der Becherzelle beträgt 2 - 6 Tage (LINDNER 1969, 1971;
MOUWEN et al. 1983), wobei sich der Vorgang der Schleimproduktion und der
Schleimabgabe 2 - 3 mal wiederholt (CHAMBRAUD et al. 1989). Der Ablauf der
Schleimproduktion ist mit Hilfe von radioaktiven Markierungen des Kohlenhydrat- bzw.
der Sulfatsubstituenten sulfatierter Schleime aufgeklärt worden (PETERSEN - NEUTRA
1965; LINDNER 1969, 1971). In diesen Arbeiten wird beschrieben, dass bereits nach
5 Minuten die aus der Blutbahn aufgenommenen, radioaktiv markierten Elemente im
GOLGI-Apparat nachzuweisen waren. Nach einer Stunde bilden sich aus den GOLGI-
Vesikeln Vorschleimblasen, die Vorläufer für die ersten Sekretgranula sind. Die Abgabe
der Sekretgranula erfolgt nach 2 Stunden und dauert etwa 3 Stunden an. Bei der Extrusion
werden zwei Wege diskutiert:
1. Die merokrine Sekretion (TRIER u. MADARA 1981) und
2. Eine Kombination von echter Exozytose, apokriner Sekretion und eine modifizierte Art
der apokrinen Sekretion, da häufig Zellbestandteile mit abgegeben werden
(KUROSUMI et al. 1981; BRECKENRIDGE u. ALMERS 1987).
Der produzierte Schleim besteht zu 3 - 5% aus Glycoproteinen, wohingegen die anderen
95% aus Wasser mit geringen Anteilen an Lipiden, Nukleinsäuren und anderen Proteinen
einschließlich der Immunglobuline gebildet werden (ALLEN 1989; URLAUB 1998). Die
Dicke der Schleimschicht im Duodenum der Ratte beträgt in vivo ~ 280 µm (SABABI et
al. 1995) und bei abgewaschener Darmoberfläche in vitro ~ 90 µm (ALLEN et al. 1983).
Der Schleim hat dabei mehrere Funktionen im Darmlumen. Während er zum einen als
Gleit- und Schmiermittel dient und somit die Darmwand mechanisch schützt (FORSTER et
al. 1982; ALLEN et al. 1982; MOUWEN et al. 1983; WILLE 1980, 1984; MANTLE
1990), verhindert er zum anderen die chemische und physikalische Schädigung, indem er
z. B. vor Austrocknung schützt (KENT 1971). Einer Absorption von Makromolekülen wird
vorgebeugt sowie niedermolekulare Verbindungen in ihrer Diffusion reguliert (FORSTER
et al. 1982; SAKATA u. VON ENGELHARDT 1979; FLEMSTRÖM et al. 1999). Die
Schutzwirkung vor enzymatischer Verdauung (FLOREY 1970; SANDERSON u.
WALKER 1993) wird durch die Pufferung der Magensäure mit Bikarbonat im Duodenum
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noch verstärkt (MORE u. BAYLE 1972; FLEMSTRÖM u. KIVILAAKSO 1983;
QUIGLEY u. TURNBERG 1987; SABABI et al. 1995). Die Penetration von Mikro-
organismen, Parasiten und deren Toxine wird erschwert und der Abtransport über eine
Haftung am Schleim gefördert (JOHANNSEN 1985). Über mikrobizide Enzyme, die im
Schleim ein gutes Medium finden, wird die physiologische Darmflora stabilisiert
(OTTO 1974; SCHULZE u. MÜLLER 1980). Die Ausschüttung von Immunglobulinen
vom Ig A-Typ spielt außerdem eine wichtige Rolle im Abwehrsystem des Darms
(FORSTER et al. 1982; KLEIN 1991).
Zusammenfassend ist die Schleimschicht ein bedeutender Bestandteil der Darmbarriere
(FLEMSTRÖM et al. 1999; LAUTERBACH 1999).
c) M-Zellen
M-Zellen entstehen aus Vorläuferzellen der Epithelzellen (OWEN 1977) oder aus
undifferenzierten Stammzellen (BYE et al. 1984), die aus den Krypten zur Darmoberfläche
geschoben werden. Die ″microfold-cells″, wie sie im englischen genannt werden, tragen
ihren Namen auf Grund von Mikrofalten an der apikalen Membran menschlicher M-Zellen
(OWEN u. JONES 1974). Das Synonym „follikelassoziierte Epithelzelle“ erhielten diese
Zellen erst, nachdem BOCKMAN et al. (1983) deutliche morphologische Unterschiede bei
den verschiedenen Spezies feststellen konnten. M-Zellen kommen im Epithel einzeln oder
wie beim Jungtier gruppenweise vor, so dass sie mit den Enterozyten das follikelassoziierte
Epithel bilden (TORRES - MEDINA 1981; POHLENZ u. LIEBLER 1987). Dabei sind die
beiden Zellarten über "tight junctions" und Desmosomen verbunden (WOLF u. BYE 1984;
ROSNER u. KEREN 1984; KUHN u. KAUP 1996), tauschen über diese Verbindungen
aber kein Material aus. Becherzellen lassen sich beim Schwein in diesem spezifischen
Darmepithel nicht finden (GEBERT et al. 1996), das durch lumenseitige Vorstülpungen
(domes) der PEYER-Platten gekennzeichnet ist. Damit wird deutlich, dass das Domepithel
über den Lymphfollikeln der Schleimhaut und der Tela submucosa liegt.
Abb. 2.3: Lage der M-Zellen im Domepithel über einem Lymphfollikel
(nach KRAEHENBUHL u. NEUTRA 1992)
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MORFITT und POHLENZ (1989) berichten von M-zellähnlichen Zellen, die im
follikelassoziierten Epithel über solitären Lymphknoten liegen. Die M-Zellen besitzen
beim Schwein einen irregulären Mikrovillibesatz (CHU et al. 1979 b; BOCKMAN et al.
1983), der kürzer, dünner und geringer in der Anzahl ist als bei den Enterozyten (KUHN u.
KAUP 1996; BYE et al. 1984; MADARA et al. 1984). Der Zellkern, der von vielen
Mitochondrien, einem gut entwickelten GOLGI-Apparat und einem ausgeprägten rauhen
endoplasmatischen Retikulum umgeben ist, liegt im basalen Zellbereich. Taschenförmige
Einfaltungen der seitlichen und basalen Plasmamembran beherbergen Zellen des
Immunsystems wie Lymphozyten, Plasmazellen und Makrophagen, die durch
Unterbrechungen der Basalmembran penetrieren können. Die Aufnahme des Antigens und
der transepitheliale Transport bis hin zur Exozytose als zentrale Aufgabe der M-Zellen
(NEUTRA et al. 1987; KAGNOFF 1993; GEBERT et al. 1996; ALTER 1999) werden
durch eine schwach ausgebildete Glykokalix (RUCHTI et al. 1980; INMAN u. CANTEY
1983; GEBERT u. BARTELS 1995), vereinzelte Lysosomen im Plasma der Zelle
(POHLENZ 1987), ein unterentwickeltes Terminalgespinst (KUHN u. KAUP 1996) und
das Fehlen von Becherzellen (OWEN et al. 1986; BOCKMAN et al. 1983; GEBERT et al.
1996) erleichtert. Durch diese Antigenstimulation steigt die Anzahl der M-Zellen
beträchtlich an (SMITH et al. 1987). Bei dieser immunologischen Aufgabe unterscheiden
die M-Zellen verschiedene Materialien. So sind die kommensalen Mikroorganismen
entweder durch Antikörper oder durch fehlende Anlagerungsmoleküle vor der Aufnahme
geschützt, so dass eine Regulation der Darmflora als weitere Funktion der M-Zellen
möglich wäre und eine Ausdehnung fakultativ pathogener Bakterien verhindert würde. Das
Gegenteil tritt ein, wenn pathogene Mikroorganismen über die M-Zellen zu ihren
Zielzellen, den Lymphozyten, gelangen (EGBERTS et al. 1985; KEREN 1988; SICINSKI
et al. 1990; AMERONGEN et al. 1991; POHLENZ u. LIEBLER 1992; KUHN u. KAUP
1996; LANWEHR 1998; VAZQUEZ-TORRES et al. 1999). Über diesen Weg überwinden
auch auf der Darmschleimhaut liegende Makromoleküle, wie z. B. Ferritin, die
Darmbarriere (LIEBLER et al. 1991; PAAR et al. 1992; SANDERSON u. WALKER
1993; LIEBLER et al. 1995) und lösen eine starke sekretorische Immunantwort aus
(MAYRHOFER 1984).
d) Intraepitheliale Lymphozyten
Intraepitheliale Lymphozyten (IEL) liegen zwischen den Enterozyten im gesamten
Schleimhautepithel (CERF-BENSUSSAN et al. 1993). Sie gruppieren sich im Epithel zu
Zellsträngen, deren Anzahl in kaudaler Richtung abnimmt (CHU et al. 1979 a). Beim
Schwein lassen sich IEL in großer Menge auf der subnukleären Ebene finden, wobei ihre
Anzahl bei älteren Tieren zunimmt. So finden sich beim neugeborenen Ferkel ca.
3,3 IEL/100 Epithelzellen, beim 4 Wochen alten Absatzferkel ca. 39 IEL/100 Epithelzellen
und beim 8 Wochen alten Läufer bis zu 51,5 IEL/100 Epithelzellen (CHU et al. 1979 b).
Ihre Morphologie ist sehr unterschiedlich; mengenmäßig überwiegen die IEL mit einem
großflächig verteilten, hellen Zytoplasma. Die IEL sind mit wenigen Zellorganellen
ausgestattet, besitzen einen heterochromatinreichen Zellkern und große Granula
(GUY-GRAND et al. 1978; ERNST et al. 1985), die meistens Histamin enthalten. Sie
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stammen von T-Zellen (CD2, CD4) ab, wobei 70 - 85% der IEL ähnliche Eigenschaften
aufweisen wie die T-Suppressorzellen (CD 8+) (BLUMBERG et al. 1993; WATERS et al.
1995; LACKOVIC et al. 1997). Die andere Form der IEL gleicht typischen Mastzellen
(MCNABB u. TOMASI 1981). Aufgabe der IEL ist es, durch abgegebene Lympho- und
Zytokine eine überschießende Immunreaktion, die durch luminale Antigene aus der
Nahrung ausgelöst werden könnte, zu verhindern (Bienenstock 1986; KALDEN 1987;
EBERT 1990; MCGHEE et al. 1993; STOKES et al. 1994). Eine Ig A- oder Ig G-Abgabe
ist ihnen nicht eigen (WYATT et al. 1999). Zudem scheinen sie eine epithelspezifische
zytotoxische Aktivität zu besitzen (ERNST et al. 1985; KRAHENBUHL u. TSCHOPP
1990; GUY-GRAND et al. 1991; BLUMBERG u. BALK 1994; KLEIN u. MOSLEY 1993;
ROBERTS et al. 1993), die ihre wichtige Rolle bei der Abwehr von Mikroorganismen,
speziell an der Epitheloberfläche, unterstreicht (HAAS et al. 1993). Um ihre Funktion
erfüllen zu können, müssen sie beweglich sein, da sie nicht mit den Epithelzellen zur
Darmoberfläche wandern (MARSH 1975; DARLINGTON et al. 1966).
2.1.2.2 Lamina propria mucosae
Die ca. 300 Å breite Basalmembran trennt die Lamina epithelialis mucosae von der Lamina
propria mucosae. Sie besteht aus Kollagen, Glykoproteinen und Proteoglykanen und weist
unterhalb des Epithels Lücken auf, um die Penetration von spezifischen und unspezifischen
Abwehrzellen aus der Lamina propria mucosae zu ermöglichen (OWEN 1988). Die
Lamina propria mucosae wird aus zellreichem Bindegewebe gebildet (DEANE 1964),
welches Abwehrzellen in Form von Lymphozyten, Makrophagen, Plasmazellen,
Granulozyten und Mastzellen enthält (SAWICKI et al. 1977; MAYRHOFER et al. 1983;
JANOSSY et al. 1986; SMINIA u. JEURISSEN 1986; KAMBARAGE et al. 1995). Die
Anzahl der Lymphozyten ist im Darm so hoch, dass die Gesamtmenge der Lymphozyten
aus Knochenmark, Thymus, Milz und Lymphknoten übertroffen wird (BRANDTZAEG u.
BAKLIEN 1976). Eosinophile Granulozyten, Mastzellen und glatte Muskelzellen sind in
geringer Anzahl zu finden (TRIER 1968; GEBBERS u. LAISSUE 1984). Neutrophile
Granulozyten sind in diesem Gewebe nur vereinzelt anzutreffen (MOON et al. 1983). Da in
dieser Darmschicht solitäre und aggregierte Lymphfollikel lokalisiert sind, besitzt die
Lamina propria mucosae nicht nur eine Stützfunktion für die Lamina epithelialis mucosae,
sondern auch eine Abwehrfunktion gegenüber pathogenen Erregern durch Phagozytose
(TRIER 1968; MOTTA u. FUJITA 1988). Aus diesem Grund kommt ihr eine große
Bedeutung bei der Barrierenfunktion der Darmwand zu (CHAPMAN et al. 1974;
GEORGIEVA u. GEROV 1974, 1975 a, b; MOUWEN et al. 1983).
In die Lamina propria mucosae senken sich die LIEBERKÜHN-Krypten ein, die aus den
dort beherbergten Stammzellen 4 Formen von Zelltypen differenzieren:
a) Enterozyten (siehe 2.1.2.1)
b) Becherzellen (siehe 2.1.2.1)
c) PANETH-Zellen und
d) enteroendokrine Zellen




Im Gegensatz zu den bereits unter Punkt 2.1.2.1 beschriebenen 2 Zelltypen wandern die
PANETH-Zellen zur Basis der Krypten (GUM et al. 1999), wo sie beim Schwein nur im
Dünndarm lokalisiert sind (SLOSS 1954; MYER 1982; MAALA u. CUMMINGS 1985).
Sie erreichen mit einer Lebensdauer von ca. 21 Tagen ein höheres Alter als alle anderen
Darmzellen (OTTO 1974). Dies ist in ihrer Form des Wachstums und der Differenzierung
begründet (CHENG 1874; BRY et al. 1994). Supranukleär und apikal im Zytoplasma
häufen sich massenweise Sekret- und Prosekretgranula an, die sehr groß und zahlreich in
der Zelle vertreten sind. ERLANDSEN und CHASE (1972 a, b) konnten bei PANETH-
Zellen der Ratte eine Phagozytose zweier Bakterienarten nachweisen. Folgestudien haben
die Anwesenheit von Immunglobulinen in PANETH-Zellen von Ratte und Mensch
bewiesen (ERLANDSEN et al. 1972; RODNING et al. 1976; BROWN et al. 1976). Das
durch exokrine Sekretion freigegebene Lysozym wirkt über die Auflösung der
Bakterienwand bakterizid. Dadurch besitzt Lysozym einen regulatorischen Effekt auf die
intestinale Darmflora (OTTO 1974; JOHANNESSEN 1980). Andere Enzyme, die im
rauhen endoplasmatischen Retikulum gebildet und zum supranukleär gelegenen GOLGI-
Apparat transportiert werden, dienen der Verdauungsförderung. Ferner besitzen diese
Zellen unregelmäßige Mikrovilli und einen rundlich-ovalen bis bizarren Kern
(HILGENBRINK 1987).
d) Enteroendokrine Zellen
Enteroendokrine Zellen zählen zu den APUD - Zellen, den “Amine and Precursor Uptake
and Decarboxylation Cells“, da sie zur Synthese von Peptidhormonen und Serotonin fähig
sind. Die gebildeten Sekretgranula liegen im basalen Bereich der flachen bis pyramiden-
förmigen Zelle (GRAUMANN 1973), wo sie nach Stimulation der Rezeptoren an das
angrenzende Gewebe abgegeben werden. Von dort gelangen die Hormone in das eng
anliegende, subepitheliale Kapillarnetz (MOON et al. 1983; MOTTA u. FUJITA 1988).
Dabei soll zwischen der vielgestaltigen Form der Granula und der gespeicherten
Hormonart ein Zusammenhang bestehen (KÖPF-MAIER u. MERKER 1989). Während
WILLE (1984) noch von 7 - 9 verschiedenen Zelltypen in der pränatalen Entwicklung
spricht, berichten KITAMURA et al. (1985) beim Rind bereits von 14 unterschiedlichen
enteroendokrinen Zellen, die Hormone wie Gastrin, Sekretin, Serotonin, Catecholamine
und Enteroglukagon produzieren.
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2.1.3 Darmbarriere und ihre Funktion
Die Darmbarriere setzt sich nach JOHANNSON (1985) und LANWEHR (1998) aus
3 Faktorengruppen zusammen:
• Der Schleimhaut: Sie wehrt pathogene Mikroorganismen mechanisch ab
(mechanischer Abwehrwall)
• Der Schleimhaut: Durch den Gehalt an Enzymen, Hormonen und der elektrostatischen
Ladung in der Schleimhaut
• Faktoren der spezifischen Abwehr
Unter Beachtung der Morphologie kann die Darmbarriere ebenfalls in 3 Gruppen eingeteilt
werden (MOUWEN et al. 1983):
• Als innerste Barriere: Der Schleim auf dem Epithel
• Als mittlere Barriere: - Das Epithel mit der Glykokalix, dem Schlußleistensystem und
den Lysosomen und
- die Basalmembran
• Als äußerste Barriere:Das GALT (gut associated lymphoid tissue)
Das GALT als Bestandteil des lokalen Immunsystems ist ein wichtiger Faktor, um den
Darm bzw. den gesamten Organismus vor den vielen Antigenen und Mikroorganismen, mit
denen er über die Nahrung in Berührung kommt, zu schützen und die Aufnahme von
Fremdmaterial zu kontrollieren (GEBBERS u. LAISSUE 1989; STOKES et al. 1994;
MICHIE 1996). Um die Immunantwort des GALT zu induzieren und zu regulieren, sind
das organisierte Lymphgewebe und die diffus verteilten Abwehrzellen der Lamina propria
mucosae von entscheidender Bedeutung (STOKES et al. 1996). Zum GALT gehören nach
WOLF et al. 1981; EGBERTS et al. 1985; KALDEN 1987; MARCIAL u. MADARA
1987; EHINGER 1998 und LANWEHR 1998 folgende Bestandteile:
• Intraepitheliale Lymphozyten
• Solitäre Lymphozyten der Lamina propria mucosae
• Solitäre Lymphfollikel und die PEYER-Platten der Lamina propria mucosae und der
Tela submucosa
Um das Immunsystem des Darms zu vervollständigen, sind nach diesen Autoren noch
2 funktionelle Einheiten zu nennen, die nicht zum GALT gehören:
• Die Immunglobuline, wobei vor allem das Ig A überwiegt, und
• Die mesenterialen Lymphknoten
Auf die Aufgaben des Schleims bei der Abwehr von Mikroorganismen wurde bereits bei
der Vorstellung der Becherzellen eingegangen (2.1.2.1).
Das Epithel und seine Einrichtungen einschließlich der Basalmembran bilden einen
mechanischen Abwehrwall (MOUWEN et al. 1983; JOHANNSEN 1985; LECLERCQ
1999; LAUTERBACH 1999). Pathogene Faktoren, wie Ischämie und Reperfusion, können
die Darmbarriere so stark schädigen, dass sie von Makromolekülen passiert werden kann,
zumal die Phagozytoseaktivität bei derartigen Veränderungen beeinträchtigt wird (GULLO
u. BERLOT 1996; SUN et al. 2000). Mikrobielle Passage der Darmbarriere und
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Entzündungsreaktionen im Darmgewebe sind die Folge (GENNARI et al. 1994), die neben
Ischämie auch durch Trauma, Sepsis oder Schock ausgelöst werden können (THOMPSON
1995). Das Abwenden einer überschießenden Immunreaktion (BIENENSTOCK 1986;
KALDEN 1987; STOKES et al. 1994) ist Aufgabe der intraepithelialen Lymphozyten
(siehe 2.1.2.1.). Die solitären Lymphozyten sind in der Lamina propria mucosae als
hirsekorn- bis stecknadelkopfgroße, weißliche Gebilde lokalisiert (VOLLMERHAUS u.
ROOS 1999). Sie bestehen zu 80% aus Ig A produzierenden Plasmazellen (KAGNOFF
1987; PABST 1987). Vereinzelt sind in diesem Bereich auch Ig G- und Ig M-
produzierende Plasmazellen lokalisiert (DHESI et al. 1984). Ihre Aufgabe ist es,
Antikörper gegen Keime zu bilden, die bereits die Epithelbarriere überwunden haben
(RUCHTI et al. 1980).
Die Phagozytoseaktivität, die vor allem im Bereich der solitären Lymphfollikel und der
PEYER-Platten zu beobachten ist (CHU et al. 1979 a; LANDSVERK 1981), besitzt eine
wichtige Funktion bei der Abwehr pathogener Mikroorganismen. Beim Schwein werden
2 verschiedene Formen der PEYER-Platten unterschieden:
• Im Duodenum und im Jejunum sind mehrere kleine solitäre Lymphfollikel zu kleinen
Platten zusammengelagert, die keiner Involution unterliegen.
• Im Ileum befindet sich eine durchgehende Platte, die mit verschiedenen Längen
angegeben ist. CHU et al. (1979 a) geben die Länge bei 8 Wochen alten Schweinen mit
1,40 m an, wohingegen die beiden oben genannten Autoren eine Gesamtlänge von
2,50 m beobachtet haben. VOLLMERHAUS und ROOS (1999) geben eine Länge von
3,20 m an, während BINNS und PABST (1994) eine altersabhängige
Längenausdehnung von 1 - 3,50 m ermittelten. Diese Form der PEYER-Platten
unterliegt einer altersabhängigen Involution.
(CARLENS 1928; BINNS u. LICENCE 1985; GRIEBEL u. HEIN 1996; ALTER 1999).
Die einzelnen Kompartimente der PEYER-Platten, wie Lymphfollikel,
Interfollikulärregion und Domepithel stehen mit dem enterischen Nervensystem in enger
Verbindung. So bildet der Plexus submucosus mit seinen 2 Anteilen ein Maschengeflecht,
in welchem die Lymphfollikel eingeschlossen sind (KRAMMER u. KÜHNEL 1991,
1992). Zudem finden sich in der Interfollikulärregion Venulen, durch die Lymphozyten in
die PEYER-Platten wandern. Die enge Nachbarschaft zwischen den enterischen Nerven
und den Blutgefäßen läßt vermuten, dass dieser Auswanderungsprozess einer nervalen
Regulation unterliegt (KRAMMER u. KÜHNEL 1991, 1992).
Die mesenterialen Lymphknoten, die die Lymphe aus dem Dünndarm drainieren, sind die
Lymphonodi jejunales (VOLLMERHAUS 1996).
Eine Translokation von Mikroorganismen durch die Darmbarriere kann durch 3 Faktoren
begünstigt werden (DEITCH 1990; CRUZ et al. 1994; VAN LEEUVEN et al. 1994;
HEDOUIN et al. 1995; LLOVET et al. 1996):
• Störung des intestinalen, mikrobiellen Gleichgewichts des Individuums
• Zerstörung der Epithelschicht
• Schwächung des Immunsystems
Dabei können Kombinationen dieser 3 Faktoren zum Tod des Tieres führen (BERG 1995).
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2.1.4 Immunabwehr
Die Immunabwehrmechanismen des Darms beruhen auf einer humoralen (systemischen)
und einer zellulären (lokalen) Immunreaktion (ROTHBERG et al. 1973; BAZIN u.
PLATTEAU 1976; GANGULY u. WALDMAN 1977; HUSBAND et al. 1979). Zur
Differenzierung, ob ein Antigen eine regionale oder aber eine systemische Immunität
hervorruft, ist von Bedeutung, auf welche Weise der Mikroorganismus die Darmbarriere
überschreitet (DAYNES et al. 1990; KLEIN 1999). Bekannt ist außerdem, dass sowohl
bakterielle Keime als auch Nahrungsmittelantigene resorbiert und in immunologisch
aktiver Form im Kreislaufsystem wiedergefunden werden, ohne dass
Unverträglichkeitsreaktionen auftreten (SEIFERT et al. 1979, DEITCH et al. 1987;
O’DWYER et al. 1988; SEIFERT et al. 1990). Als dritte mögliche Immunreaktion ist
neben der Sensibilisierung und der Desensibilisierung die Ausbildung einer
immunologischen Toleranz nach oraler Antigenapplikation bekannt (MILLER et al. 1991;
HAFLER u. WEINER 1995; WEINER et al. 1995).
a) Humorale Immunreaktion
Die humorale Immunreaktion ist erheblich vom Antigengehalt der Umwelt abhängig
(LILLEHOJ u. CHUNG 1992), da sich die Schleimhautimmunität an diese Antigen-
zusammensetzung adaptiert (NAGAO et al. 1993). Antigene, die über die Nahrung auf-
genommen werden, gelangen im Verdauungstrakt bis zum follikelassoziierten Epithel, in
dem die M-Zellen lokalisiert sind. Dort erfolgt die physiologische Aufnahme von Mikro-
organismen und Makromolekülen (GEBBERS u. LAISSUE 1989; KATO u. OWEN 1994).
Das Antigen wird mittels Transzytose in kleinen Vesikeln zur anderen Seite transportiert,
um für die Lymphozyten, die dort massenhaft auftreten, freigegeben zu werden
(KAGNOFF 1993; GEBERT et al. 1996; ALTER 1999). Dendritische Zellen übernehmen
an der basalen Seite die Präsentation der Antigene (PAVLI et al. 1993; ALTER 1999), da
den M-Zellen diese Fähigkeit fehlt (BRANDTZAEG 1995). Die dort ansässigen
B-Lymphozyten agieren zum einen als effiziente “antigen-presenting cells“, zum anderen
erleichtern sie die Änderung der sekretorischen Ig A Antikörperreaktion (FARSTAD et al.
1994). Die B-Lymphozyten, die das Antigen aufgenommen haben, gelangen über die
efferenten Lymphgefäße zum drainierenden Lymphknoten, ohne dabei Antikörper zu
produzieren. Diese Fähigkeit erlangen sie erst nach ihrer Ausreifung in den Lymphknoten,
die sie dann als B- oder Plasmazellen über die Lymphgefäße wieder verlassen
(MCDERMOTT u. BIENENSTOCK 1979; BIEWENGA et al. 1993). Beim Schwein
gelangen die B- und Plasmazellen auf Grund des spezifischen Lymphknotenaufbaus direkt
über ″high endothelium venes″ in die Blutbahn (PABST u. BINNS 1989) und vermeiden
dadurch den Umweg über den Ductus thoracicus. Über den Blutkreislauf werden sie im
ganzen Körper verteilt und erreichen nach 4 - 6 Tagen neben der Tunica mucosa des Darms
(LANWEHR 1998; ALTER 1999) auch die Mucosa anderer Organe, wie Respirations- und
Genitaltrakt (DUIJVENSTIJN u. HAMANN 1989; SAIF 1996). Zusätzlich gelangen sie in
den Speichel, die Tränenflüssigkeit und die laktierende Milchdrüse (STAATS et al. 1994;
SAIF et al. 1994). Dass die B- und Plasmazellen erst nach dieser Zeit die Mucosaschichten
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erreichen, bestätigten BRANDTZAEG et al. (1991). Sie zeigten, dass eine Ig A-Erhöhung
im menschlichen Darm erst am 10. Lebenstag zu beobachten ist. Die Spezifität für das
MALT (mucosa-associated-lymphoid-tissue) wird entweder über „homing“-Rezeptoren in
der Mucosa oder über Rezeptoren an den B-Zellen selbst erreicht (BRANDTZAEG 1992;
KLEIN 1999). Dabei scheinen die „homing“-Rezeptoren im Darmtrakt zwischen den
PEYER-Platten, in den mesenterialen Lymphknoten und in der Lamina propria mucosae zu
liegen (DUIJVENSTIJN u. HAMANN 1989; JALKANEN 1990; PICKER 1994). Wie gut
dieses System funktioniert, zeigt sich nicht zuletzt darin, dass mehr als 80% aller B- und
Plasmazellen in der Lamina propria mucosae des Darms gefunden werden (BUTLER et al.
1981; BRANDTZAEG et al. 1989). Nach der Wanderung in die Lamina propria mucosae
beginnen die B-Zellen nach Antigenkontakt mit der Antikörperproduktion (PICKER 1994),
die sich in den meisten Fällen auf die Ig A-Produktion konzentriert (LANWEHR 1998;
ALTER 1999) und einen weiteren Lymphozytenübertritt aus dem Kreislaufsystem hervor-
ruft (HUSBAND u. GOWANS 1978). Das dimere Ig A diffundiert durch die Lamina
propria mucosae, überwindet die Basalmembran und gelangt an die basale Seite der
Enterozyten und Becherzellen und in den Interzellularspalt (McNABB u. TOMASI 1981;
KRAEHENBUHL u. NEUTRA 1992; GASKINS 1996; ALTER 1999). Die „sekretorische
Komponente“, die an der basalen und lateralen Epithelmembran präsent ist, dient neben
weiteren Komponenten als Rezeptor für Ig A und polymeres Ig M und erleichtert damit
deren Transport in die Epithelzellen (POGER u. LAMM 1974; NAGURA et al. 1979).
Mittels Transzytose durch die epithelialen Zellen, bei denen die Immunglobuline die
„sekretorische Komponente“ des Rezeptors behalten, werden die Antikörper ins
Darmlumen ausgestoßen (KRAEHENBUHL et al. 1995; ALTER 1999).
Die Plasmazellen in der Lamina propria mucosae bilden das Ig A der Sekrete (BJERKE u.
BRANDTZAEG 1990 a, b), welches in sezernierenden Organen ebenfalls über die
epithelialen Zellen ausgeschieden wird. In nicht sezernierenden Organen gelangen die
Immunglobuline als dimeres Ig A in den Blutkreislauf zurück und werden zu sekretorisch
aktiven Organen transportiert, über die sie an die Schleimhautoberfläche gelangen (KLEIN
1999).
b) Zelluläre Immunreaktion
Bei der zellulären Immunreaktion werden die Antigene mit Hilfe der M-Zellen aus dem
Darmlumen aufgenommen und durch die dendritischen Zellen den T-Lymphozyten
präsentiert. Die T-Lymphozyten gelangen wie die B-Zellen über “homing“-Rezeptoren in
die Lamina propria mucosae, zeigen aber die Tendenz, bis in das Darmepithel
vorzudringen (CEPEK et al. 1994; OLIVIER et al. 1994; HAVERSON et al. 1999). Zwei
Hauptthesen werden über die Aufgabe der T-Lymphozyten in der Lamina propria mucosae
aufgestellt: Zum einen erfüllen sie eine Überwachungsfunktion und fördern die Erinnerung
an darmspezifische Pathogene, zum anderen regulieren sie die Immunantwort auf harmlose
kommensale Bakterien oder Nahrungsantigene (KHOO et al.,1997; MOLBERG et al.
1998). Ihre Aufgabe der Bakterienabtötung erfüllen sie in Verbindung mit anderen
Abwehrzellen, wie Makrophagen, Mastzellen, eosinophilen Granulozyten und natürlichen
Killerzellen, wobei sich die Makrophagen am häufigsten in Höhe der Krypten aufhalten
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(SALMON 1987; SALMON et al. 1989; OLIVIER et al. 1994). Zusätzlich regulieren sie
über das γ-Interferon die Epithelfunktion, indem sie die Permeabilität der "tight junctions"
(MADARA u. STAFFORD 1989) und die Ionensekretion (HOLMGREN et al. 1989)
beeinflussen. Mit Hilfe der Lymphokine regulieren sie die Proliferation der Krypten-Zellen
und die Morphologie der Mucosa (FERREIRA et al. 1990). T-Lymphozyten verschiedener
lymphatischer Organe sind eine Mischung aus Zellpopulationen in unterschiedlichen
Stadien der Aktivierung, des Alters und der funktionellen Spezialisierung. T-Zellen in der
Lamina propria mucosae erscheinen dagegen homogener (HAVERSON et al. 1999), was
sich in einem hohen Grad an räumlicher Organisation widerspiegelt (VEGA-LÓPEZ et al.
1993; WILSON et al. 1996). Die wenigen, bei der Geburt vorhandenen T-Zellen vermehren
sich nach der 1. Lebenswoche (WYATT et al. 1996) und erreichen ihrer maximale Anzahl
in der 5 - 7 Lebenswoche, wo die Zellzahl der erwachsener Tiere entspricht (BIANCHI et
al. 1992; VEGA-LÓPEZ et al. 1995).
c) Immunglobulin A (Ig A)
Das Hauptmerkmal der Immunabwehr von Schleimhautoberflächen ist der hohe Gehalt an
Ig A (TOMASI u. GREY 1972; TOMASI et al. 1965; MESTECKY et al. 1991;
MESTECKY u. MCGHEE 1987; SEILLES et al. 1985) und Ig M. Diese Immunglobuline
bilden mit verschiedenen angeborenen protektiven Mechanismen, wie Muzinstoffen, Lyso-
zymen, Lactoferrin, Peroxidasen, die Ziliarfunktion und die intestinale Peristaltik einen
effektiven Schleimhautschutz (BRANDTZAEG et al. 1989). Beim Schwein können nach
der Geburt nur wenige Ig M-Zellen gefunden werden. Ihre Anzahl überwiegt bis zur
3. Lebenswoche deutlich den Gehalt an Ig A (BROWN u. BOURNE 1976). Erst nach
dieser Zeit, etwa ab der 7. Lebenswoche, dominiert das Ig A bei den Immunglobulinen der
Schleimhaut den Gehalt an Ig G und Ig M (BIANCHI et al. 1992), wobei sich das
sekretorische Ig A vom Ig A des Serums unterscheidet. Das sekretorische Ig A besteht aus
einem 10S Ig A Dimer (300.000 daltons), einer J (joining)-Kette (15.000 daltons) und der
sekretorischen Komponente (70.000 daltons) (MCNABB u. TOMASI 1981; SASSE 1998).
Das Serum-Ig A existiert hingegen nur als 7S Monomer (HALPERN u. KOSHLAND
1970; TOMASI 1972). Die J-Kette besteht aus einem Glycoprotein, welches in der
Plasmazelle gebildet und erst kurz vor der Sekretion aus der Plasmazelle an das Ig A
gebunden wird (MCCUNE et al. 1981; PARKHOUSE u. DELLA CORTE 1973). Ihre
Gegenwart ist entscheidend für die Stabilisation der nicht kovalenten Bindung von Ig A
und Ig M an die transmembrane sekretorische Komponente (BRANDTZAEG u. PRYDZ
1984). Mit anderen Immunglobulinen ist eine Bindung nicht möglich (MESTECKY u.
MCGHEE 1987). Die sekretorische Komponente wird in den Mucosa-Zellen synthetisiert
und erst nach dem aktiven Transport des Ig A durch die Epithelzellen am Ig A gebunden
(BRANDTZAEG 1974; KÜHN u. KRAEHENBUHL 1979, 1981). Die Aufgabe der
sekretorischen Komponente scheint darin zu bestehen, das Dimer zu stabilisieren und
gegen proteolytische Enzyme widerstandsfähiger zu machen (JERRY et al. 1972;
UNDERDOWN et al. 1977). Obwohl das Ig M ebenfalls die sekretorische Komponente
des Rezeptors behält, wird es schneller als das Ig A aus dem Darmlumen entfernt
(BRANDTZAEG 1992).
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Zu den Aufgaben des sekretorischen Ig A zählen (GRZYCH et al. 1993; KILIAN u.
RUSSELL 1994):
• Die antikörpervermittelte, zellgebundene Zytotoxizität
• Die mit Hilfe von Fcα-Rezeptoren geförderte Phagozytose
• Die Unterstützung der Bakterienbindung an die Schleimschicht
• Die Interferenz mit Wachstumsfaktoren und Enzymen, die für pathogene Bakterien und
Parasiten lebensnotwendig sind und
• Die positive Beeinflussung der Schleimhautimmunität durch Förderung der Antigen-
aufnahme über die PEYER-Platten
Alle diese Ig A vermittelten Immunmechanismen verlaufen ohne Entzündungsreaktionen
(NIKOLOVA et al. 1994).
2.1.5 Funktion der intestinalen Mikroflora
Die Mikroflora besteht aus bis zu 400 verschiedenen Arten von Mikroorganismen, die in
einem ausgewogenen Gleichgewicht leben, wobei die Anaerobier in Relation zu den
Aerobiern überwiegen (AMTSBERG 1984). Die Anzahl der Mikroorganismen variiert
dabei in den verschiedenen Darmabschnitten erheblich. So stellen Duodenum und Jejunum
mit 102 - 104 Bakterien/g Darminhalt einen relativ keimarmen Bereich dar, der mit
106 Bakterien/g Darminhalt im Ileum und bis zu 1011 Bakterien/g Darminhalt im Caecum
und Kolon eine deutliche Steigerung zum Darmende erfährt (SAVAGE 1977; LUCKEY
1982; HIRSCH 1980). Diese Zunahme der Bakterienmasse spiegelt sich in den Faeces
wider, die, bezogen auf die Kottrockensubstanz, bis zu 30% aus Mikroorganismen
bestehen. (LEBEK u. COTTIER 1992). Alter, Ernährung und Haltungsbedingungen spielen
bei der Zusammensetzung der intestinalen Mikroflora eine große Rolle (DRASAR 1988;
DICKMAN et al. 1976; LEBEK u. COTTIER 1992; GRAß 1995; VIDOVIC 1997). So
verändern lange Transporte die Mikroflora bei Ferkeln derart, dass es zu großflächigen
Schleimhautschädigungen kommt (TOURNUT et al. 1969; EHINGER 1998). Durch Streß
wird das Immunsystem geschwächt, was zu einer negativen Veränderung des
Adhäsionsvermögens von symbiotisch aktiven Bakterienarten führt. Folge ist eine
vermehrte Adhäsion von pathogenen Keimen, die noch durch eine starke Verminderung
der Kolonisationsresistenz, die bereits TANNOCK und SAVAGE (1974) bei Mäusen
beschrieben haben, unterstützt wird (LIZKO 1987) und in einem Eindringen von
Krankheitserregern in den Körper endet (CLARKE u. GYLES 1993; CHAR u.
FARTHING 1994; ORTMANN 1999). Weitere Faktoren, die die Zusammensetzung der
Mikroflora verändern, sind Nahrungsentzug (ALVERDY et al. 1985; DEITCH et al. 1995),
parenterale Ernährung (PIERRO et al. 1996), orale Antibiotikagaben (CERRA et al. 1992;
KERVER et al. 1988; FRITSCHE 1998; EDLUND u. NORD 1999) und Obstruktionen
bzw. Obstipationen (SAGAR et al. 1995). Die physiologische Darmflora wirkt durch eine
dichte Besiedlung der Schleimhaut mit Mikroorganismen antagonistisch auf pathologische
und fakultativ pathologische Mikroorganismen. Sie verhindert eine Adhäsion der
Infektionserreger und steht mit ihnen in gegenseitiger „Nahrungs“- und Wachstums-
konkurrenz (JOHANNSEN 1985; DUNCAN u. EDBERG 1995; VIDOVIC 1997;
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FRITSCHE 1998; LAUTERBACH 1999; ORRHAGE u. NORD 2000). Vor allem
anaerobe Bakterien bilden diesen Schutzwall, der den Organismus vor enteropathogenen
Keimen schützt (HIRSCH 1980; AMTSBERG 1984). Diese Bakterien selbst geben aber
unter physiologischen Verhältnissen kaum Anlaß für eine Infektion (GÜNTHER u. VAN
DER WAAIJ 1986; SWANK u. DEITCH 1996). Bei Streß oder anderen Störungen der
Bakterienzusammensetzung stellt allerdings gerade diese Mikroflora eine Infektionsquelle
für Darmerkrankungen dar (PEACH 1982; KLASTERSKY 1980; NEWMAN et al. 1980;
BODEY 1981; TANCREDE u. ANDREMONT 1985; FORST u. LENHART 1988 a, b;
BERG 1992, 1996; FRITSCHE 1998; ALTER 1999; BAILEY u. COE 1999).
Die intestinale Mikroflora, Lebensgemeinschaft verschiedener Mikroorganismen, setzt sich
aus 2 unterschiedlichen Gruppen zusammen:
1. Residente Bakterienarten
2. Transiente Bakterienarten
Residente Bakterienarten repräsentieren eine permanente Population im Darmkanal, die auf
den Wirt angepaßt ist und einer ständigen Erneuerung unterliegt. Das Immunsystem des
Wirtstieres toleriert diese Bakterien, weil ihre Antigen-Determinanten denen der Epithel-
zellen sehr ähnlich sind (BERG u. SAVAGE 1975; FOO u. LEE 1974; HIRSCH 1980).
Dass keine Aufnahme der kommensalen Mikroorganismen durch M-Zellen erfolgt, kann
2 Ursachen haben:
• Durch fehlende Anlagerungsmoleküle werden die Mikroorganismen nicht als Antigene
erkannt
• Bestimmte Antikörper verhindern eine Anlagerung an die Bindungsstellen. Damit wäre
eine Regulierung der Darmfloraausdehnung möglich
(KLEIN 1999).
Transiente Bakterienarten passieren den Darm bzw. besiedeln ihn nur für kurze Zeit und
können über das Immunsystem eine Immunantwort auslösen (LENCNER, et al. 1987). So
weisen keimfrei aufgezogene Tiere, deren Immunsystem nicht derartig stimuliert wird, eine
zellarme Lamina propria mucosae mit einem geringen Gehalt an Ig A produzierenden
Plasmazellen auf. Neben einer verlangsamten Reproduktion des Darmepithels kommt es
zudem zu einer Verzögerung der Magenentleerung und des Ingestatransports (ABRAMS et
al. 1963; CRABBE et al. 1968; THOMPSON u. TREXLER 1971).
Die Mikroflora des Darms hat demnach viele Aufgaben zu erfüllen. Neben der Aufspaltung
von Nahrungsbestandteilen und der immunologischen Komponente beeinflußt sie die
Struktur und die Funktion der Darmwand, sowie die Darmbarriere (GORDON u.
BRUCKNER-KARDOSS 1961; ABRAMS u. BISHOP 1966; PESTI u. EYSSEN 1976;
GEBBERS u. LAISSUE 1982, 1989; HESS 1991). Dabei bietet ihr der von den Becher-
zellen sezernierte Schleim einen geeigneten Nährboden mit einem speziellen Mikroklima,
so dass sie über diese Schleimschicht eine gewisse Stabilität erlangt (SAKATA u. VON
ENGELHARDT, 1979). Diese Stabilität wird durch das unterschiedlich hohe Redox-
potential der Schleimhaut (SCHULZE u. JACOB 1981) und die elektrostatischen
Ladungen (JOHANNSEN, 1985, 1987) gewährleistet.
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Die Mikroflora des Schweines ist der des Menschen sehr ähnlich (HAENEL 1960;
GÄRTNER et al. 1973; EHINGER 1998). So lassen sich beim Schwein am häufigsten
Lactobazillen, Bacteroides, Streptokokken, Escherichia (SCHULZE 1983) und Clostridien
finden. Dazu kommen Eubakterien und Propionibakterien (P. acnes), die sich neben
Streptokokken und Clostridien im Dickdarm und im Kot befinden (SALANITRO et al.
1977; RUSSELL 1979; GEORGE et al. 1996; LUDEWIG 1998; EHINGER 1998;
EDLUND u. NORD 1999; ORRHAGE u. NORD 2000). Dabei lassen sich die Gram-
positiven Bakterienarten nach anaerober Anzüchtung mit bis zu 90% im Dickdarm und in
den Faeces lokalisieren. Im Caecum und im Colon überwiegen allerdings die Gram-
negativen und strikten Anaerobier Bacteroides (ROBINSON et al. 1981). Neben dieser
Bakterienart lassen sich außerdem coliforme Bakterien, Klebsiellen, Proteus und
Providencia isolieren (BRIDGES et al. 1953; HORVATH et al. 1958; DICKINSON u.
MOCQUOT 1961; GEORGE et al. 1996; EHINGER 1998; LUDEWIG 1998). In der
transienten Darmflora befinden sich zusätzlich noch zahlreiche andere Arten (AMTSBERG
1984; EHINGER 1998), die in sehr geringer Anzahl vertreten sind.
2.1.6 Resorptionsmechanismen für Makromoleküle im Darm
Für die Resorption von Molekülen gilt allgemein folgende Regel: Mit steigender Molekül-
größe nimmt die Diffusionsrate progressiv ab (DESAI et al. 1992), so dass Proteine mit
einem Molekulargewicht von mehreren tausend selbst nach mehreren Stunden nicht durch
die Schleimschicht des Gastrointestinaltrakts eindringen konnten (ALLEN et al. 1993).
Makromoleküle sind Hochpolymere aus 10³ und mehr Atomen, die eine relative Molekül-
masse von über 10.000 besitzen (WIESNER u. RIBBECK 2000; HOFFMANN-LA
ROCHE 1998). Vor allem Naturstoffe wie Stärke, Cellulose, Pollen oder Kohlepartikel
sind makromolekular (VOLKHEIMER 1974). Nach Fütterungsversuchen mit
Stärkekörnern, die Anfang dieses Jahrhunderts durchgeführt worden sind, wurden Partikel
in den Blut- und Lymphgefäßen wiedergefunden (HIRSCH 1906; VERZAR 1911), was die
Resorption dieser Makromoleküle beweist. Auch VOLKHEIMER (1974) fand nach
Fütterung von Stärkekörnern Partikel sowohl zwischen den Epithelzellen und subepithelial
im Gewebe liegend, als auch in den Blut- und Lymphgefäßen, den Glomerula und im Urin
der Versuchstiere. Zudem verabreichte er neben Cellulosepartikeln, Pollen, Sporen, Silikat-
kristallen und Polyvinylkugeln auch Holzkohle an Ratten, Küken, Meerschweinchen,
Hunde und Schweine und konnte Partikel dieser Stoffe an den genannten
Lokalisationsorten nachweisen. Vier Jahre später beobachtete JOEL et al. (1978) nach
oraler Applikation von Kohlepartikeln an Mäuse folgende Lokalisationsorte: PEYER-
Platten, Makrophagen, mesenteriale Lymphknoten, Leber, Lunge und subepitheliales
Gewebe der Darmwand. CORNELL et al. (1971), WARSHAW et al. (1971) und OWEN
(1977) benutzten Meerrettichperoxidase als Makromolekül, die sie oral an Mäuse und
Ratten verabreichten. Sie fanden diese in den Enterozyten, zum Teil in Vakuolen
eingebettet (CORNELL et al. 1971), zwischen den Enterozyten und im Interzellularspalt, in
der Lamina propria mucosae, in Lymphozyten, in intestinalen Lymphgefäßen, im Portalblut
und in den M-Zellen des follikelassoziierten Epithels wieder (OWEN 1977). Dass
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M-Zellen als möglicher Transportmechanismus für Makromoleküle dienen können, zeigten
SASS et al. (1987) mit Hilfe von Latexpartikeln (Größe 0,5 – 1 µm), Pollen (Größe 15 µm)
und Sporen (Größe 35 µm), die sie in M-Zellen, Makrophagen und Lymphgefäßen
wiederfinden konnten. Dass Makromoleküle an verschiedene Stellen des Körpers
transportiert werden, konnten LE FEVRE et al. (1989) erneut beweisen. Nach oraler Gabe
von Latexpartikeln mit einer Größe von 1,8 µm tauchten diese Moleküle in den PEYER-
Platten, den mesenterialen Lymphknoten, Leber und Lunge auf. SEIFERT et al. (1999)
zeigten, dass die Resorption von Makromolekülen die Immunitätslage eines Organismus
verändern kann. In ihren Versuchen konnten sie belegen, dass nach oraler Applikation von
“human gammaglobulin“ der Spiegel der im Blut zirkulierenden Antikörper um mehr als
60% abgesunken ist und die Antikörper dosisabhängig in der Darmwand gespeichert
wurden. Außerdem konnten sie die Antikörper als Abbauprodukte von Antigen-
Antikörper-Komplexen im Magen-Darm-Trakt nachweisen.
Als Resorptionsmechanismen für Makromoleküle werden 4 verschiedene Möglichkeiten in
Erwägung gezogen (UDALL u. WALKER 1982):
• Rezeptor-vermittelte Endozytose
• Nicht selektive Endozytose
• Direkte Penetration
• Persorption
Bei diesen Resorptionsmechanismen bilden Alter, Tierart und das Immunsystem wichtige
Kriterien bei der Aufnahme großer Moleküle. Neugeborene, die Immunglobuline der
Mutter über die Darmbarriere aufnehmen, sind dazu nur kurze Zeit in der Lage
(ABRAHAMSON et al. 1979; GOLDSTEIN et al. 1979; WILLIAMS 1993), wobei durch
die rezeptor-vermittelte Endozytose eine Zerstörung der Immunglobuline verhindert wird
(WALKER u. ISSELBACHER 1974). Ist die Darmschranke geschlossen, können
Makromoleküle nur in geringen Mengen über Enterozyten aufgenommen werden
(WALKER u. ISSELBACHER 1977).
MOMMA et al. (2000) entdeckten bei der Bakterienart Sphingomonas sp. strain A1 eine
neue Art der Makromolekülaufnahme. Bei Anwesenheit von Alginaten bilden die
Bakterien einen sogenannten “pit“ (eine kleine Grube) aus und nehmen das Makromolekül
mit Hilfe einer ATP-Bindung über ABC-Transporter auf. Dieser Weg der Aufnahme bietet
nach MOMMA et al. (2000) eine neue Möglichkeit, ungeklärte Aufnahmemechanismen für
Proteine, DNA und Polysaccharide zu studieren.
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2.2 Huminsäuren
2.2.1 Vorkommen und Synthese
Huminsäuren sind Naturstoffe, welche die Hauptfraktion der Huminstoffe bilden und zu
den refraktären organischen Säuren gehören (ABBT-BRAUN et al. 1999). Nach ihrer
Löslichkeit werden die Huminstoffe in folgende Fraktionen unterteilt:
Abb. 2.4.: Huminstofffraktionen nach ihrer Löslichkeit eingeteilt
(nach STEVENSON 1965; SCHEFFER u. SCHACHTSCHABEL 1979)
SOUCI (1956) und SOMMER (1960) definierten Huminsäuren als Anteil postmortaler,
dunkel gefärbter organischer Stoffe im Boden, die in verdünnten Basen löslich sowie in
Mineralsäuren unlöslich sind. Huminsäuren lassen sich an vielen Orten finden. Sie
kommen in humushaltigen Böden, in Torfen, in Gewässern, Klärschlämmen und in
Braunkohle vor. Aber auch in Pflanzen und gerösteten Lebensmitteln wie Kaffee, Tee,
Brotkrusten oder gebratenem Fleisch lassen sie sich wiederfinden (ODEN 1922;
Produktinformation des PHARMAWERKS WEINBÖHLA). Außerdem gelang der
Nachweis von Huminsäuren in menschlichen Faeces (EISENER 1983), zumal
angenommen wird, dass Huminsäuren im Darmtrakt von Warmblütern gebildet werden
können (KÜHNERT 1979; ZIECHMANN 1981).
Huminsäuren entstehen im Zuge der Humifizierung beim Absterben von pflanzlichem und
tierischem organischem Material und sind biologisch nicht mehr oder nur schwer
abbaubare Komplexe organischer Substanzen, deren Anteil am organisch gebundenen
Kohlenstoff der Pedosphäre auf ungefähr 10% geschätzt wird. Die heute verwendeten
Huminsäuren sind ca. 60 Mill. Jahre alt und entstammen dem Tertiär (STEIN 1994).
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FEHLBECK (1971) beschreibt 4 Varianten bei seiner Entstehungshypothese:
1. Pflanzlicher Ursprung:
Bei dieser Variante der Entstehung kann pflanzliches Gewebe mit Ligninstrukturen nicht
von Bakterien abgebaut werden. Es entstehen Huminstoffe, die mit Hilfe von Mikroben zu
Fulvosäuren, Kohlendioxid und Wasser umgewandelt werden.
2. Chemische Polymerisation:
Pflanzliches Material wird mikrobiologisch abgebaut und von Mikroben als Energie- und
Kohlenstoffreserve genutzt. Deren Ausscheidungsprodukte Phenole und Aminosäuren
werden über die chemische Polymerisation zu Huminsubstanzen umgewandelt.
3. Zellautolyse:
Durch die pflanzliche und mikrobielle Autolyse entstehen stark heterogene Huminstoffe,
die regellosen Kondensationsreaktionen und freien radikalen Polymerisationen unterliegen.
Ausgangsmaterial sind dabei Kohlenhydrate, Aminosäuren und phenolisch-aromatische
Verbindungen.
4. Mikrobiologische Stoffwechselsynthese:
Mikroben bilden bei der Nutzung von Pflanzenresten als Energie- und Kohlenstoffspender
intrazellulär hochmolekulare huminähnliche Strukturen, die nach dem Absterben der
Zellen als Humin- oder Fulvosäuren freigesetzt werden.
Die Genese der Naturstoffe wird dabei durch die Zellstruktur, die Enzyme, die
Membranen, die energiereichen Verbindungen und die Transportphänomene bestimmt
(ZIECHMANN 1981).
Heute werden die Entstehungsmöglichkeiten von Huminsäuren in 2 Arten unterteilt, wobei
der ersten Entstehungsart der Vorzug gegeben wird:
1. Aerob bzw. biotisch:
Bei dieser Entstehungsform werden Huminsäuren in gut belüftetem Boden mit einem
neutralen bis alkalischen Milieu und der Unterstützung von Mikroorganismen gebildet.
Dabei verwenden die Mikroorganismen auf biologischem Weg absterbendes oder
abgestorbenes organisches Material.
2. Anaerob bzw. abiotisch:
Hierbei entstehen Huminsäuren auf abiotische Weise in einem neutralen bis alkalischen
Milieu und mit Hilfe von radikaler bzw. oxidativer Polymerisation von Phenolen und
Chinonen
(EISENER 1983; BODES-FISCHER 1985; STEIN 1994).
2.2.2 Zusammensetzung und chemische Struktur
Huminsäuren sind auf Grund ihrer unterschiedlichen Entstehungsweisen (KLÖCKING
1980; LANGE 1985), ihrer standortspezifischen Syntheseprodukte und der Vielzahl der
benötigten Strukturen und Komponenten (STEIN 1994) sowie der Veränderungen durch
katalytische und thermische Effekte (EISENER 1983) sehr heterogene Substanzen, für die
bis heute keine einheitliche Strukturformel vorliegt (FUCHSMAN 1980; KÜHNERT et al.
1992; ABBT-BRAUN et al. 1999; HÜBNER 1999). Die Strukturanalyse wird außerdem
durch die recht hohe Unangreifbarkeit für chemische Abbaumethoden erschwert.
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Fest steht nur, dass sie folgende Elemente enthalten:
Kohlenstoff (C): ca. 60 % organisch gebundener Kohlenstoff
Wasserstoff (H): 4 - 7,2 %
Stickstoff (N): 0,4 - 3,5 %
Schwefel (S): ca. 5 %
Sauerstoff (O): ca. 27 - 40 %
(EISENER 1983; BODES-FISCHER 1985; BECKER 1987; STEIN 1994)
Diese Elemente werden zu dreidimensionalen Makromolekülen zusammengesetzt, deren
Molmassenangaben zwischen > 500 bei synthetischen Huminsäuren bis 200.000 bei natür-
lichen Huminsäuren schwanken (KÜHNERT 1979; GOLBS u. MEINECKE 1982;
KONONOWA 1958; EISENER 1983; KÜHNERT et al. 1989, 1992; STEIN 1994). Diese
Makromoleküle weisen 2 charakteristische Bereiche auf (BERGMANN 1978; KÜHNERT
et al., 1982, 1989), wobei das Zentrum und die Peripherie durch phenolische Gruppen
verknüpft sind:
1. Der zentrale Kern: mit einem hohen Aromatizitätsgrad und starken Vernetzungen und
2. Die peripheren Zonen: mit ungeformten Metaboliten organischer Struktur und
funktionellen Gruppen
Dabei werden 5 funktionelle Gruppen mit folgenden prozentualen Anteilen unterschieden:
Carboxylgruppen: 11,2 %
Phenolische Hydroxidgruppen: 7,2 %




Zusätzlich lassen sich chinoide und flavonoide Strukturen, wie Fisetin, Quercetin (FLAIG
1960), Flavone und Xanthine, Amino- und Sulfhydrylreste (KÜHNERT et al. 1989) und
polyzyklische Aromaten, die chemisch über C=O, C=N und C=C Ketten gebunden sind,
nachweisen (GOLBS 1983). Von den verschiedenen erstellten Strukturmodellen (FUCHS
1931; SCHNITZER 1971; KICKUTH 1972) wird heute das Modell von DRAGUNOWA
(1982) bevorzugt:
Abb. 2.5: Strukturmodell für Huminsäuren (nach DRAGUNOWA 1982)
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2.2.3 Eigenschaften und Nutzungsarten von Huminsäuren
2.2.3.1 Industriell und landwirtschaftlich nutzbare Eigenschaften
Huminstoffe eignen sich besonders zur Bindung von Schwermetallen und
umweltrelevanten Metallionen (HEISE et al. 1999; BUBNER et al. 1999). Zudem gehen
sie Wechselwirkungen mit organischen Substanzen ein (LÖHMANNSRÖBEN et al. 1999).
Diese Komplexierung wird in vielen Bereichen eingesetzt (EISENER 1983). In der
Landwirtschaft werden Huminsäuren genutzt, um Fruchtbarkeit und Ertrag von
Kulturböden positiv zu beeinflussen (GOLBS 1983), Metalle zu komplexieren (BECKER
1987) und eine Pufferkapazität gegen Säuren und Laugen aufzubauen. Mikrobielle Enzyme
werden möglicherweise gebunden und inaktiviert (BECKER 1987). Eine Absorption von
Pestiziden, Fungiziden, Herbiziden und Insektiziden ist meist ungewollt (BOZZAY et al.
1979; KHAN 1973, 1977), zumal eine Freisetzung an ungeeigneten Orten möglich ist. Bei
der Waldarbeit wird die Puffer- und Absorptionskapazität der Huminsäuren für die
Schadstoffimmission in Waldböden genutzt. Dabei bleibt die Bioverfügbarkeit von Eisen,
Zink, Mangan und Kupfer für die Pflanzen erhalten (MÜLLER-WEGENER 1977). Bei der
industriellen Nutzung werden Polyethylenglycole, Kunststoffweichmacher und andere
industriell-chemisch hergestellte Massenprodukte von Huminsäuren absorbiert (GOLBS
1983) und auf diese Weise dem biologischen Abbau in Abwasserreinigungssystemen
entzogen. Für das in vielen Industrieabgasen enthaltene Schwefeldioxid zeigen die
Huminsäuren eine hohe Absorptionskapazität. Zudem sind sie leicht zu regenerieren, so
dass einer Wiederverwertung nichts im Wege steht. In der Erdölprospektion werden
Huminsäuren, Fulvosäuren und pflanzliche Wachse durch chemische Veränderungen in
geologischen Zeiträumen zu Kerogen und Erdöl umgewandelt. Bei der
Trinkwasserherstellung besitzen Huminsäuren auf der einen Seite einen negativen Effekt,
da sie als Vorläufer des als karzinogen geltenden Chloroforms angesehen werden. Auf der
anderen Seite werden sie genutzt, um Phthalester zu absorbieren und aus dem Wasser zu
entfernen. In Gewässern können Huminsäuren bei der Absorption von Schwermetallen und
Metalloiden helfen. Durch die stärkere Komplexierungsneigung der torfstämmigen
Huminstoffe gegenüber den kohlestämmigen Huminstoffen, wird diese Form der Humine
verstärkt eingesetzt (PÖRSCHMANN 1999).
2.2.3.2 Humanmedizinisch nutzbare Eigenschaften
THEIS und HORN berichten bereits im Jahre 1948 über Hausrezepte, in denen Humin-
säuren als Wundpulver verschrieben wurden. In der heutigen Zeit gewinnen Huminsäuren
in der Balneologie an Bedeutung (TIMMLER 1981; KÜHNERT et al. 1992). Dort werden
sie zur Behandlung von deformierten Osteoarthrosen, Rheumatoid Arthritis, rheumatischer
Polyarthritis, Arthralgie bei vegetativ-vaskulärer Dystrophie, posttraumatischen Zuständen
des Stütz- und Bewegungsapparates, lumbosakraler Radikulitis und chronischen Ent-
zündungen eingesetzt (SUI 1981; ZIELKE et al. 1981; WALTHER 1981; WEBER et al.
1981). Eine Besserung der Beschwerden ist zum einen auf die entstehende Hyperämie, die
durch die geringe Wärmekonvektion des Moorbades ausgelöst wird, zurückzuführen.
Literaturübersicht 27
Zum anderen wird der antiphlogistische und analgetische Effekt ausgenutzt. Dieser wird
durch die phenolischen Strukturen der Huminsäuren erreicht, die die Prostaglandin-E-
Synthese hemmen (BRENG et al. 1981; TSHUNG-CHU et al. 1981). In der
Humanmedizin werden Huminsäuren ebenfalls in der Gynäkologie (KAUFFELS 1990;
MESROGLI et al. 1991) zur Behandlung von Zyklusunregelmäßigkeiten, Amenorrhoe und
Fruchtbarkeitsstörungen eingesetzt. Der selbst bei kastrierten Tieren erhöhte
Östrogenspiegel nach Torfbädern wird auf 2 Weisen erklärt. HOSEMANN (1953) vertritt
die Meinung, dass die in Moor- und Schlammbädern enthaltenen Östrogene über die Haut
resorbiert werden. HILLER (1953) hingegen beschreibt, dass die Östrogenerhöhung auf
lokalem Streß und Stößen auf das innersekretorische System beruht, die durch mehrere
Bäder verursacht werden. Dadurch wird die Nebennierenrinde stimuliert und eine
Freisetzung von Cortisonfraktionen bewirkt. Die Geschlechtshormone der Kastraten
entstammen seiner Meinung nach aus der Nebennierenrinde.
2.2.3.3 Veterinärmedizinisch nutzbare Eigenschaften
In der Veterinärmedizin werden Huminsäuren vor allem zur Therapie und Prophylaxe von
Magen-Darm-Erkrankungen eingesetzt. Unspezifische Diarrhöen, die auf bakteriellen oder
viralen Infektionen, Dyspepsien, Stoffwechseldysregulationen oder auf einer nicht
infektiösen Ursache beruhen, werden vornehmlich mit Huminsäuren behandelt (STEIN
1994). GOLBS (1983) beschreibt dabei sogar gleiche Erfolge wie bei der Chemotherapie.
Folgende Eigenschaften der Huminsäuren werden bei der Behandlung ausgenutzt:
• Die Regulation der Darmflora und die Stoffwechselstabilisierung
• Die schleimhautabdeckende Wirkung
• Die adstringierende Wirkung
• Die antibakterielle Wirkung
• Die viruzide Wirkung
• Die antiphlogistische Wirkung
• Die antiresorptive und adsorptive Wirkung
• Die paramunologische Wirkung
• Die antineoplastische Wirkung
• Die schnellere Wundheilung
• Der ergotrope Effekt
(STEIN 1994; WIESNER u. RIBBECK 2000)
a) Regulation der Darmflora und Stoffwechselstabilisierung
Huminsäuren sollen durch eine Aktivierung an der Darmwand depressiv auf
darmpathogene Keime wirken (VOIGT u. BERGMANN 1977), so dass es zu einer
schnelleren Heilung von Magen-Darm-Erkrankungen kommen kann. Dies spiegelt sich in
einer kürzeren Erkrankungsdauer nach Grünfutterwechsel bei Pferd und Pony (GOLBS
1983) und einem schnelleren Abklingen der Neugeborenendiarrhöe beim Kalb wider
(SEEMANN 1994). Die Stoffwechselstabilisierung, als weitere Wirkungsweise der
Huminsäuren, beruht auf einer Aktivitätsänderung von Enzymen. Durch Wasserstoff-
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brückenbindungen zwischen Huminsäuren und Proteinen (BRENG 1977) und durch
Bildung von Enzym-Humin-Komplexen, die eine Veränderung der molekularen
Eigenschaften des betroffenen Enzyms und eine sterische Behinderung der Substratbindung
bewirken, so dass die Huminsäuren als Inhibitor fungieren (LADD u. BUTLER 1970;
PFLUG 1978), wird diese Aktivitätsänderung hervorgerufen. Hinzu kommt eine
Aktivierung der Gluconeogenese und der Glykolyse durch Erhöhung der Aldolaseaktivität
(ROCHUS 1981 b).
b) Schleimhautabdeckende Wirkung
Nach oraler Verabreichung der Huminsäuren an Schwein und Ratte verteilen sich diese
filmartig auf der Darmschleimhaut und wandern langsam mit dem Nahrungsbrei, ohne den
pH-Wert im Magen-Darm-Trakt zu beeinflussen (GOLBS 1983; GÖTZE 1986). Die
Wanderungsgeschwindigkeit unterscheidet sich dabei nicht von der normalen Passagezeit
(BODE 1983). Im Vergleich zum Kontrastbrei ist die Wanderungsgeschwindigkeit jedoch
um das 4-fache geringer (KÜHNERT 1979). Während der Darmpassage haften kleinste
Partikel auf dem Schleimhautepithel und in den Zottenzwischenräumen
(Produktinformation des PHARMAWERKS WEINBÖHLA 2000). Auf diese Weise bauen
Huminsäuren eine kolloide Schutzwirkung auf, da die durch Viren oder Bakterien
geschädigten Mukosazellen und Darmkapillaren vor neuen Schädigungen durch
Abdeckung geschützt werden (KÜHNERT 1979; KÜHNERT et al. 1989). Es kommt zu
einer Ruhigstellung der gereizten Nervenendigungen und zur Normalisierung des
unphysiologischen Darmtonus (ROCHUS 1977; KÜHNERT 1979; GOLBS 1983; GOLBS
u. KÜHNERT 1983; KÜHNERT et al. 1989).
c) Adstringierende Wirkung
Die adstringierende Wirkung der Huminsäuren beruht auf einem gerbenden Effekt, der
durch die Reaktion der phenolischen Gruppen mit den Gewebsproteinen entsteht
(EICHENDÖRFER 1978). Mit Hilfe dieser Proteinbindung können Drüsen, Lymphspalten
und Kapillaröffnungen über eine koagulierende Wirkung geschlossen werden (BODE
1983), so dass die Schadstoffresorption vermindert (KÜHNERT 1979) und die
Durchlässigkeit der geschädigten Darmwand für Bakterien und Toxine eingeschränkt
werden kann (VISSER 1973; STEIN 1994).
d) Antibakterielle Wirkung
ANSORG und ROCHUS (1978) sowie ZHANG et al. (2000) wiesen Huminsäuren eine
antibakterielle bzw. bakteriostatische Wirkung nach, die allerdings im Vergleich zu
herkömmlichen Antibiotika 2 - 3 fach schlechter ausfiel. Gleichwohl nimmt bei aktivierten
Huminsäuren der Effekt auf E. coli, Salmonella typhimurium, Salmonella cholerae suis
und Staphylococcus aureus mit steigender Konzentration zu (VOIGT u. BERGMANN
1977). Außerdem ist die antimikrobielle Wirkung von der chemischen Struktur der
Huminsäuren abhängig, da mit steigender Molmasse und verminderter Anzahl an
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funktionellen phenolischen OH-Gruppen die antibakterielle Aktivität sinkt (KÜHNERT et
al. 1980 a; KÜHNERT et al. 1989). Dies wird deutlich, wenn die Wirkungsweise der
Huminsäuren aufgedeckt wird. Die Mikroben unterliegen einer katalytischen Beeinflussung
des Protein- und Kohlenhydratstoffwechsels, der durch die phenolischen - chinoiden
Gruppen der Huminsäuren ausgelöst wird (KÜHNERT et al. 1989). Damit würde eine
Diffusion in die Zelle nur über Transmitter möglich (KLÖCKING u. SPRÖSSIG 1975;
NAGLITSCH 1981).
Vor den durch Bakterien gebildeten Endotoxinen, aber auch vor Exotoxinen, wird der
Darm durch interionische Bindung dieser Substanzen mit den Huminsäuren geschützt
(KÜHNERT et al. 1980 a).
e) Viruzide Wirkung
Die viruzide Wirkung der Huminsäuren beruht wie bei den Bakterien auf der katalytischen
Beeinflussung des Protein- und Kohlenhydratstoffwechsels (KLÖCKING u. SPRÖSSIG
1975; THIEL et al. 1977; KLÖCKING et al. 1981; SPRÖSSIG et al. 1984; KÜHNERT et
al. 1989). Auf diesem Weg greifen die Huminsäuren hemmend in die frühe Zell-Virus-
Wechselwirkungsphase ein und stören intrazellulär die für die Virussynthese notwendigen
Stoffwechselprozesse (KLÖCKING et al. 1981; THIEL et al. 1976). Die viruzide Wirkung
kann vor allem bei folgenden Virusspezies beobachtet werden: Herpes simplex-Virus Typ
1, Adenovirus 2, ECHO- Viren, Rotaviren (SÜSSENGUTH 1984; KÜHNERT et al. 1989,
1992) und Hepatitis B - Viren (JABLKOWSKI et al. 1999). SCHULTZ (1962) brachte
sogar die MKS mit Hilfe von Torfmull innerhalb von 4 Stunden zum Stillstand.
f) Antiphlogistische Wirkung
Die antiphlogistische Wirkung der Huminsäuren ist vor allem nach dermaler und
subcutaner (KÜHNERT 1979; KÜHNERT et al. 1989), wie auch nach oraler Applikation
zu beobachten (KÜHNERT et al., 1992) und wurde bereits vor mehr als 35 Jahren nach-
gewiesen (TAUGNER, 1963). Sie beruht auf den flavonoiden Strukturen der Huminsäuren
und ist im Rattenpfötchenödem- und im Granulombeuteltest (KLÖCKING et al. 1968;
KÜHNERT et al. 1989, 1991) sowie im Kaninchennierenmark-Homogenat (FAN et al.
1981) nachgewiesen worden. Demgegenüber wird ebenfalls von einer
proinflammatorischen Wirkung berichtet, die auf der Induktion der Zytokine TNF-α und
IL-1β (RIEDE 1999) und der Stimulation der Phospholipase A2 beruhen (KLÖCKING et
al. 1999).
g) Antiresorptive und adsorptive Wirkung
Infolge einer Absorption von Verbindungen und Elementen und einer verminderten
Resorption aus dem Darmlumen wirken Huminsäuren antiresorptiv. Diese Absorption
beschleunigt die Elimination der toxischen Stoffe über die Faeces, so dass von einer
detoxifizierenden Wirkungsweise gesprochen werden kann (GOLBS 1983; KÜHNERT et
al. 1989; STEIN 1994). Die detoxifizierende Wirkung der Huminsäuren kann vor allem bei
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Schwermetallen im Magen-Darm-Trakt beobachtet werden (KLÖCKING 1980). Bereits
0,1% Huminsäuren im Futter senken die Inkorporation von Blei und Cadmium (RIDWAN
1977; RIDWAN et al. 1978; ROCHUS 1981 a; GLYNN 1995). Nitrit bzw. Nitrat, Harn-
stoff, Ammoniak, Fluorid und DDT werden ebenfalls adsorbiert (KÜHNERT et al. 1992),
wohingegen verschiedene Insektizide einer beschleunigten Metabolisierung unterliegen
(KÜHNERT 1979; FUCHS et al. 1986; GAEDE 1986; KÜHNERT et al. 1989). Eine
detoxifizierende Wirkung besteht zudem gegenüber Phenolen (MÜLLER-WEGENER
1976), Quecksilber und dem Insektizid Parathion (RIEDE 1991). Andererseits berichten
sowohl BODE (1983) und FUCHS et al. (1990), als auch FUCHS und KÜHNERT (1990),
dass an Huminsäuren gebundenes Eisen besser resorbiert werden kann, so dass diese
Chelatkomplexe bei der Eisenmangeltherapie zum Einsatz gelangen können. An
Huminsäuren gebundene Metallionen, wie Mangan, Kupfer und Zink unterliegen ebenfalls
einer erhöhten intestinalen und zellulären Resorption (VISSER 1973).
h) Paramunologische Wirkung
Die paramunologische Wirkung der Huminsäuren wird mit einem Inducer-Effekt der poly-
phenolischen Komponente in der Huminsäurestruktur begründet (KÜHNERT et al. 1989).
Die unspezifische Stimulation der körpereigenen Abwehr über die PEYER-Platten und
eine erhöhte Phagozytoseaktivität (DABROWSKI et al. 1999; JABLKOWSKI et al. 1999;
SOLOVIEVA et al. 1999) bewirken einen günstigen Einfluß auf Faktorenkrankheiten in
der Jungtieraufzucht (LANGE 1985; LANGE et al. 1987; RIEDE et al. 1991). Diese Unter-
stützung des Immunsystems spiegelt sich in einer Steigerung der Vitalität wider (GOLBS
1983).
i) Antineoplastische Wirkung
SYCINSKI beschrieb bereits 1965 die Hemmung von Neoplasien und die Verhinderung
der Metastasenbildung beim Menschen. Seitdem konnten antineoplastische Effekte bei
verschiedenen Tumorarten nachgewiesen werden. Mit Hilfe von oral verabreichten Moor-
wasserhuminsäuren beeinflußten ZSINDELY et al. (1971) den Nukleinsäurestoffwechsel
von Ascites-Tumoren bei Mäusen. Günstige therapeutische Effekte durch oxydative
Abbauprodukte von Torfhuminsäuren erzielten LISHTVAN (1982) und BELKEVITSCH
et al. (1981) bei experimentell ausgelösten Ehrlich-Karzinomen und Sarkomen.
Impftumore, wie Karzinome und Sarkome, konnten ebenso mit Huminsäuren aus Torf und
Verwitterungskohle in ihrem Wachstum gehemmt werden (FU et al. 1981), wie
Präkanzerosen des Oesophagus beim Menschen (XUE et al. 1981). Die Unterdrückung der
Tumorentstehung wird hauptsächlich durch Bindung der auslösenden Faktoren, wie z. B.
cancerogenen Kohlenwasserstoffen, erreicht (KRESS u. ZIECHMANN 1977; KRESS
1978). Huminsäuren unterdrücken zudem die mutagenen Effekte von
Zigarettenkondensaten, Benz(a)pyrenen und Nitrofluoren durch Hemmung der
mikrosomalen Mischoxydasen und durch adsorptionsbedingte Kanzerogeninaktivierung.
Auf diese Weise konnte RIEDE (1991) in vitro die Vermehrung von Ovarialkarzinom-,
Magenkarzinom-, Bronchialkarzinom-, Nierenkarzinom- und Melanomzellen hemmen.
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k) Schnellere Wundheilung
Die schnellere Wundheilung beruht einerseits auf einer beschleunigten Granulation unter
dem Wundschorf (KNOPP u. SCHÖTT 1983), die auch bei chronischen Wunden stimuliert
wird (RIEDE 1991). Andererseits kommt es zu einer schnelleren Retraktion der
Wundfläche (SEUBERT et al. 1987). Bei Augenverletzungen wirken Huminsäuren
schmerzstillend, antiphlogistisch, adstringierend und resorptionsunterstützend, so dass der
Tränenfluß, die Lichtscheue und die Schmerzen einer positiven Beeinflussung unterliegen
(Tang 1981 a, b).
l) Ergotroper Effekt
Ein ergotroper Effekt, der auf einer besseren Körpermasseentwicklung ohne vermehrte
Futterzufuhr basiert, wurde von VOIGT (1982) beim Kalb bereits nach 15 Tagen
Fütterungsdauer statistisch gesichert nachgewiesen. Diese Mehrzunahme beruht vor allem
auf einer Stabilisierung der Gesundheit (GOLBS u. KÜHNERT 1983; VOIGT 1982), da
bei einer kürzeren Erkrankungsdauer und einem regulierenden Einfluß auf die E. coli-Flora
eine bessere Körpermasseentwicklung zu erwarten ist (KÜHNERT u. LANGE 1992).
Außerdem soll durch eine rasche Stabilisierung der Darmflora eine bessere Ausnutzung
der Futter- bzw. Nahrungsmittelinhaltsstoffe erreicht werden (KNAUF u. KÜHNERT
1999). Der ergotrope Effekt spiegelt sich aber nicht nur in einer Gewichtszunahme und
einer höheren Milchleistung wider, sondern wirkt sich auch auf eine höhere Ablammrate
und eine höhere Überlebensrate bei Lämmern (GRYBAN et al. 1999) und eine forcierte
Wachstumsrate bei Ratten (VISSER 1973) aus. Bei gesunden, optimal versorgten Tieren ist
dagegen keine signifikant bessere Gewichtszunahme oder Milchleistung zu beobachten
(ROCHUS 1981 b; STEIN 1994).
2.2.4. Resorption
Als gastrointestinale Resorption wird die Aufnahme einer Substanz in die Epithelzelle des
Magen-Darm-Kanals oder das Erscheinen dieser Substanz im großen Kreislauf bezeichnet.
Sie steigt mit Zunahme der zugeführten Substanzmenge an (BUNTZ 1979). Über die
Verteilung und die Resorption von Huminsäuren liegen bis dato nur sehr wenige Unter-
suchungen vor. WEYL (1990) zeigte, dass keine Resorption durch die äußere Haut erfolgt,
wenn diese intakt oder nur leicht lädiert ist. Bekannt ist außerdem die geringe Resorptions-
rate, die vor allem im Magen-Darm-Kanal der Ratte untersucht worden ist und mit unter
0,1 % angegeben wird (KÜHNERT 1979; BODE 1983; GOLBS 1983; FUCHS 1988;
STEIN 1994; KÜHNERT et al. 1994; LANGE et al. 1996). KÜHNERT et al. (1989) halten
eine Eigenresorption von Huminsäuren sogar für ausgeschlossen. Nach oraler Applikation
verteilen sich die Huminsäuren filmartig auf der Darmschleimhaut (VOGEL 1956;
KÜHNERT 1979; GOLBS 1983; GÖTZE 1986; TALHOFER 1991; STEIN 1994). STEIN
(1994) konnte dagegen nach Untersuchungen am Rattendarm für Natrium-Humat keine
gleichmäßige Verteilung feststellen. Eine geringe Molmasse und eine sehr gute
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Wasserlöslichkeit fördern eine feinere Verteilung der Huminsäuren. Huminsäurepartikel
können teilweise bis in die Tiefen der Krypten nachgewiesen werden (VOGEL 1956;
GOLBS 1983; GÖTZE 1986; STEIN 1994). Dieser Nachweis wurde durch die Stereo-
bzw. Lichtmikroskopie und unterschiedlichen Färbungen erbracht, wobei berücksichtigt
werden sollte, dass histologische Färbungen Huminsäurepartikel sowohl überdecken als
auch vortäuschen können. ROCHUS (1977, 1981 b) postuliert nach Untersuchungen am
isolierten Rattendarm eine Diffusion durch Lipoidmembranen, bei der die Resorptionsrate
0,2 - 2 % beträgt. Mit Hilfe dieser Untersuchungen könnte möglicherweise auch der
Nachweis von parenteral verabreichten Huminsäuren im Harn von Kaninchen erklärt
werden (GARLT et al. 1970). STEIN (1994) beschreibt an Toluidinblau gefärbten
Paraffinschnitten granuläre Einschlüsse in den Drüsenzellen des tieferen Darmgewebes.
Die Resorption von Huminsäuren im Darmgewebe läßt sich dagegen nur zweifelsfrei an
ungefärbten Paraffinschnitten oder ultrastrukturell mit Hilfe der Elektronenmikroskopie
nachweisen. Entsprechende Untersuchungen wurden bisher jedoch nicht publiziert. Die
Penetration der Huminsäuren in das subepitheliale Gewebe ist nach Meinung von STEIN
(1994) wünschenswert, damit sich die antiphlogistische und antiresorptive Wirkung der
Huminsäuren besser entfalten kann. Die passive Diffusion ist dabei als
Übertrittsmechanismus mit hoher Wahrscheinlichkeit auszuschließen, weil biologische
Membranen für wasserlösliche Moleküle über 4 C-Atomen impermeabel sind. Einen
aktiven Transport mittels Pinozytose in die Blut- und Lymphgefäße schließt sie dagegen
nicht aus.
Für die Resorptionsrate scheinen folgende Faktoren wichtig zu sein: Eine geringe Teilchen-
größe und die Verteilung der Teilchengröße nehmen starken Einfluß auf die
Resorptionsrate (ROCHUS 1979). Bei den natürlichen Huminsäuren wird der
niedermolekulare Anteil besser resorbiert (THEIS u. HORN 1948; STEIN 1994). Zudem
sollen synthetische Huminsäuren besser resorbierbar sein als natürliche Huminsäuren
(KLÖCKING 1967; STEIN 1994), weil sie ausschließlich niedermolekulare Verbindungen
enthalten. Bei Darmschädigung besteht eine höhere Resorption, die jedoch in vivo
aufgrund der raschen Regenerationsmöglichkeiten nur geringe Auswirkungen haben dürfte
(STEIN, 1994). Eine längere Verweildauer im Darmtrakt, die durch Applikation von
Huminsäuren erreicht wird (KNOLL 1978; KÜHNERT 1979; GOLBS 1983), fördert eine
stärkere Resorption (STEIN 1994), wohingegen eine geringe Konzentration der
Huminsäuren im Futter zu einer geringen Absorptionsrate führt (GOLBS 1983; BODE
1983; FUCHS 1988). Eine 10-fach höhere Konzentration bewirkt dagegen keine Erhöhung
der Resorptionsrate (FUCHS 1988).
Der Hauptwirkungsort der Huminsäuren liegt im Duodenum (Dünndarm) und im Colon
(Dickdarm) (STEIN 1994; ABEL et al. 1995). Die höhere Resorption im Dünndarm scheint
in der großen Oberfläche (PFEFFER 1987) und im alkalischen Milieu (ROCHUS 1977;
GOLBS 1983) begründet zu liegen. Ein Futterentzug vor der Huminsäureapplikation hat
eine erhöhte Resorptionsrate zur Folge (STEIN 1994). Überschreitet die Fastenzeit die
24 Stunden-Grenze, verringert sich bei allen Säugetieren die Resorptionsrate wieder
(DOLUISIO et al. 1969; STEIN 1994).
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2.2.5 Pharmakologische Daten
Die orale Anwendung von Huminsäurepräparaten wird von den nachfolgend zitierten
Autoren als unbedenklich eingestuft, da eine akute Toxizität bei oraler Applikation an
Maus, Ratte, Hund und Kalb nicht zu ermitteln ist (HAJO 1978; KÜHNERT 1979;
KÜHNERT et al. 1980 b; ZIMMERMANN 1991; STEIN 1994). Damit bestehen
offensichtlich keine toxikologischen oder sicherheitspharmakologischen Relevanz-
probleme bei oraler Applikation (KÜHNERT et al. 1989; STEIN 1994). Dagegen treten bei
parenteraler Verabreichung an Ratten und bei in vitro Untersuchungen schon bei geringen
Dosierungen akute Intoxikationen auf (SCHEINERT 1984; WALTER 1993). Nach
pränatalen Untersuchungen, die vornehmlich an der Ratte durchgeführt worden sind,
konnten weder teratogene noch embryotoxische Effekte festgestellt werden (WENDLER
1977; POLO 1980; GOLBS et al. 1982; KÜHNERT et al. 1989). Huminsäuren besitzen
zudem weder cancerogene (KÜHNERT u. LANGE 1990) noch mutagene Eigenschaften
(KÜHNERT et al. 1992). Negative Einwirkungen auf die Spermatogenese können bei
Ratten ausgeschlossen werden (ZIMMERMANN 1991; LUDEWIG 1992). MENGER
(1977) wies bei Schafböcken sogar eine gesteigerte Mobilität und Lebensfähigkeit der
Spermien in mit Huminsäuren konserviertem Sperma nach. Eine Haut- bzw.
Schleimhautschädigung ist nicht nachweisbar (KÜHNERT 1979; FUCHS 1988;
KÜHNERT u. LANGE 1992; KÜHNERT et al. 1992; WIEGLEB et al. 1993; STEIN
1994), zumal der pH-Wert im Magen-Darm-Kanal des Schweins nicht beeinflußt wird
(GOLBS 1983). Ein toxischer Einfluß auf die Leber bzw. deren Enzyme konnte nicht
festgestellt werden (STEIN 1994). Wechselwirkungen mit anderen Arzneimitteln sind
denkbar und für Furazolidon (SCHRÖTER 1977), Sulfonamide und Pestizide (KNOLL
1978; GOLBS 1983), Schwermetallen (RIDWAN 1977; GAEDE 1986), Nitrit bzw. Nitrat
und Warfarin nachgewiesen. Aufgrund der geringen Resorptionsrate bilden sich nach
Meinung der nachfolgenden Autoren keine Rückstände im Organismus von
lebensmittelliefernden Tieren (KÜHNERT et al. 1989; STEIN 1994; KÜHNERT et al.
1994; LANGE et al. 1996; Produktinformation des PHARMAWERKS WEINBÖHLA
2000). Deshalb sind aufgrund der oben angeführten pharmakologischen Daten keine
Nebenwirkungen in Form von Allergien oder Resistenzen bei oraler Dauerapplikation zu
erwarten (KÜHNERT et al. 1989; STEIN 1994).
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3 Tiere, Material und Methoden
3.1 Versuchstiere und deren Haltung während der Fütterung
3.1.1 Versuchstiere und Fütterungsdauer
Für die Versuche wurden folgende Schweinerassen verwendet:
1. Versuch: Landrasse und Edelschwein
2. Versuch: Landrasse
Kontrolltiere des 2. Versuch: Sattelschwein x Pietrain
Sämtliche Ferkel wurden aus dem Lehr- und Versuchsgut Oberholz, Rudolf Breitscheid
Str. 38, 04463 Großpösna, angekauft.
Die Ferkel waren in allen Versuchen 4 Wochen alt und wogen zu Versuchsbeginn
zwischen 6,6 und 8,5 kg. Die Verteilung auf die Rationsgruppen erfolgte unter Berück-
sichtigung der Wurfzugehörigkeit und Lebendmasse.
Für die Versuche wurde folgende Anzahl Ferkel benötigt:
1. Versuch: 6 Ferkel von 4 verschiedenen Sauen
2. Versuch: 8 Ferkel von 4 verschiedenen Sauen
Kontrollgruppe:4 Ferkel von 3 verschiedenen Sauen
Die Fütterungsdauer betrug beim
1. Versuch: 35 Tage
Beginn: 23.03.98
Ende: 27.04.98







Die Tiere standen bei allen Versuchen im Versuchsstall des Instituts für Tierernährung,
Ernährungsschäden und Diätetik der Veterinärmedizinischen Fakultät, Universität Leipzig,
Gustav - Kühn - Straße 8, 04159 Leipzig.
Während der gesamten Versuchsdauer wurden die Ferkel auf Betonboden mit zusätzlicher
Stroh- bzw. Späneeinstreu gehalten. Der Stall wurde über eine Warmluftanlage
(3000 Kubikmeter/h ; 85 - 90 °C am Heiz- und Lüftungsregister) beheizt. Dabei wurde die
Raumtemperatur im 1. Versuch von 24 °C zu Versuchsbeginn auf 20 °C zu Versuchsende
graduell abgesenkt. Im 2. Versuch betrug sie konstant 24 °C. Die Abluft wurde über eine
Luftwäscheranlage (max. 10.000 Kubikmeter/h) geleitet und teilrezykliert.
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Bei der Aufstallung bezog jeweils ein Ferkel eine Box, wobei Sichtkontakt zu den
Nachbarferkeln möglich war. Futtertrog und Nippeltränken waren nebeneinander an der
kurzen Stirnseite der Bucht, der Liegeplatz unmittelbar dahinter, der Kotplatz an der
gegenüberliegenden Seite angeordnet. Wasser stand aus Nippeltränken mit einem
Wasserdurchfluß von mind. 600 ml/min zur ad libitum-Aufnahme zur Verfügung.
Die Verteilung der Rationsgruppen im Raum wie auch die Zuordnung der Ferkelgruppen
zu den Rationen erfolgte nach dem Zufallsprinzip. Jede Rationsgruppe enthielt eine gleiche
Anzahl männlicher (kastriert) und weiblicher Tiere.
Die Verteilung sah folgendermaßen aus:
1. Versuch: Ohrmarke: 464 (Kontrolltier) Box: 15
Ohrmarke: 452 (Kontrolltier) Box: 37
Ohrmarke: 451 (4 g aktivierte HS/kg Futter) Box: 11
Ohrmarke: 455 (4 g aktivierte HS/kg Futter) Box: 33
Ohrmarke: 465 (12 g aktivierte HS/kg Futter) Box: 13
Ohrmarke: 466 (12 g aktivierte HS/kg Futter) Box: 39
2. Versuch: Ohrmarke: 391 (10 g Dysticum/kg Futter) Box: 14
Ohrmarke: 383 (10 g Dysticum/kg Futter) Box: 37
Ohrmarke: 378 (10 g Dysticum/kg Futter) Box: 13
Ohrmarke: 392 (10 g Dysticum/kg Futter) Box: 15
Ohrmarke: 353 (10 g Dysticum/kg Futter) Box: 16
Ohrmarke: 363 (10 g Dysticum/kg Futter) Box: 35
Ohrmarke: 362 (10 g Dysticum/kg Futter) Box: 36
Ohrmarke: 000 (10 g Dysticum/kg Futter) Box: 38
Kontrollen: Ohrmarke: K 1 (Kontrolltier Dysticum) Box: 1
Ohrmarke: K 2 (Kontrolltier Dysticum) Box: 2
Ohrmarke: K 3 (Kontrolltier Dysticum) Box: 3
Ohrmarke: K 4 (Kontrolltier Dysticum) Box: 4
3.1.3 Futter
Die Ferkel erhielten über den gesamten Versuchszeitraum ein pelletiertes Alleinfutter
(Ø 3 mm), das den Anforderungen an ein Ferkelaufzuchtfutter 1 Normtyp (FMV, 1998,
1999, 2000) entsprach. In den Versuchen wurde jeweils eine einheitliche Basalration
eingesetzt, die im wesentlichen aus Weizen, Gerste (Versuch 1) und Sojaschrot bestand;
entsprechend waren Futterzusammensetzung und Nährstoffgehalt der Testrationen
prinzipiell identisch.
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Tabelle 3.1 Futterzusammensetzung und errechnete Gehaltswerte der
Basalrationen
Versuch 1
Zusammensetzung [%] Gehaltswerte [%]
Weizen 37,35 Rohprotein 21,00
Gerste 15,00 Rohfett 6,24
Sojaextraktionsschrot 31,96 Rohfaser 4,07
Weizenkleie 6,80 Rohasche 5,46
Sojaöl 4,29 NfE 48,70
Calciumcarbonat 0,98
Monocalciumphosphat 1,14 Calcium 0,85
Calciumpropionat 0,50 Phosphor 0,65
NaCl 0,42 Natrium 0,20
Vitamin-VM 1) 0,25 Lysin 1,20
Spurenelement-VM 1) 0,15 Met+Cys 0,73
HS-VM / Weizenquellstärke 2) 1,00 Threonin 0,78
L-Lysin-HCl 0,13
L-Threonin 0,03 ME S [MJ/kg] 13,75
Versuch 2
Zusammensetzung [%] Gehaltswerte [%]
Weizen 74,00 Rohprotein 20,36
Sojaproteinisolat 10,54 Rohfett 4,02
Sojaextraktionsschrot 2,5 Rohfaser 1,84
Sojaöl 2,30 Rohasche 5,27
Monocalciumphosphat 2,11 NfE 56,56
Calciumcarbonat 1,10 Calcium 1,15
Calciumpropionat (Luprosil) 1,50 Phosphor 0,80
Vitamin-VM 1) 0,25 Natrium 0,20
Spurenelement-VM 1) 0,15 Stärke 47,01
HS-VM / Weizenquellstärke 2) 5,00 Zucker 2,28
L-Lysin-HCl 0,24 Trockensubstanz 88,10
Glycin 0,30 ME S [MJ/kg] 14,76
DL-Methionin 0,01
VM = Vormischung;
1) Zusammensetzung der Vitamin- und Spurenelement-VM Tabellen 2 und 3
2) HS-VM = Huminsäure-Vormischung in den Huminsäure-Gruppen, Weizenstärke in der
Kontrollration
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Die Zusammensetzung der Vitamin- bzw. Spurenelement-Vormischung ist in den
Tabellen 3.2 und 3.3 wiedergegeben.
Tabelle 3.2 Vitaminvormischung auf Weizennachmehl,
Zusatz in 2,5 g (entsprechend 1 kg Alleinfutter)
Retinol 1) 4,05 mg Cholecalciferol 2) 37,5 µg
α-DL-Tocopherolacetat 50 mg Menadion (aus MBS) 2 mg
Thiamin 3 mg Riboflavin 5 mg
Pyridoxin 4 mg Cobalamin 15µg
Biotin 250 µg Folsäure 200 µg
Nikotinsäure 60 mg Ca-Pantothenat 30 mg
Cholin (als Cholinchlorid) 750 mg Ascorbinsäure 150 mg
1) entspricht 13.500 I.E. Vitamin A / kg 2) entspricht 1.500 I.E. Vitamin D / kg
MBS = Menadionbisulfit
Tabelle 3.3 Spurenelementvormischung mg in 1,50 g Vormischung
(entsprechend 1 kg Alleinfutter)
Fe (aus Eisensulfat) 150 Zn (aus Zinksulfat) 75
Cu (aus Kupfersulfat) 30 Mn (aus Mangansulfat) 60
Se (aus Natriumselenit) 0,3 J (aus Kalium-Jodat) 3,75
Co (aus Cobaltsulfat) 0,3
Die Huminsäurepräparationen wurden für alle Versuche von dem Pharmawerk Weinböhla
GmbH, Weinböhla, Deutschland geliefert. Die aktivierten Huminsäurepräparate aus der
Lieferung für den ersten Versuch entstammten der Chargen-Nr.: 020397. Das Medikament
„Dysticum“, das für den zweiten Versuch verwendet wurde, hatte die Chargen-Nr.:
020399, verwendbar bis Ende 03/2002. Nach Herstellerangaben enthalten 100 g Dysticum
90 g Humocarb, 5 g Huminsäurekonzentrat und 5 g Aluminium - Magnesium - Silicat. Aus
den Huminsäurepräparaten und der Basalmischung sowie der Vitamin- und
Spurenelementvormischung wurden die Versuchsmischungen mit folgender
Huminsäurekonzentration hergestellt:
1. Versuch: Kontrollfutter 0 g aktivierte Huminsäuren/kg Futter
Mischung 1 4 g aktivierte Huminsäuren/kg Futter
Mischung 2 12 g aktivierte Huminsäuren/kg Futter
2. Versuch: Mischung 3 10 g Huminsäuren (Dysticum)/kg Futter
Kontrollen: Kontrollfutter 0 g Huminsäuren (Dysticum)/kg Futter
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3.1.4 Versuchsdurchführung und Fütterungsregime
Die Ferkel wurden 1 - 2 Tage vor Versuchsbeginn beim Ferkelerzeuger individuell mit
Ohrmarken versehen und gewogen. Im Institut für Tierernährung, Ernährungsschäden und
Diätetik der Veterinärmedizinschen Fakultät, Universität Leipzig, wurden die Ferkel
wieder einzeln gewogen, den Rationsgruppen zugeordnet und in die jeweiligen Boxen
eingestallt. (Dabei waren die Ferkel aus dem 1. Versuch zwischen Versuchsferkeln aus
einem Mangelversuch und die Ferkel aus dem 2. Versuch zwischen Versuchsferkeln aus
einem L-Carnitinversuch aufgestallt). Die Tiere wurden während der gesamten
Versuchsperiode in wöchentlichen Abständen gewogen. Mit Beginn der Einstallung
erhielten die Ferkel am Abend die vorgesehenen Versuchsrationen.
1. Versuch: 2 Ferkel Kontrollfutter
2 Ferkel Mischung 1
2 Ferkel Mischung 2
2. Versuch: 8 Ferkel Mischung 3
Kontrollen: 4 Ferkel Kontrollfutter
Dabei erfolgte in den ersten Versuchstagen eine restriktive Zuteilung der entsprechenden
Versuchsmischungen bei freiem Zugang zum Wasser. Ab dem 4. – 5. Versuchstag
entsprach die Futterzumessung annähernd einem ad libitum-Angebot, orientierte sich
jedoch grundsätzlich - basierend auf Lebendmasse bzw. Lebendmassezunahme - an den
Empfehlungen der Gesellschaft für Ernährungsphysiologie (Empfehlungen zur Energie-
und Nährstoffversorgung landwirtschaftlicher Nutztiere, Nr. 4 Schweine, 1987; DLG-
Verlag Frankfurt). Die Fütterung erfolgte morgens um 7.30 Uhr auf den "blanken Trog",
die Abendmahlzeit wurde zugewogen und zwischen 14.30 - 15.00 Uhr verabreicht.
Mögliche Futterrückwaagen wurden entsprechend nur morgens (für den gesamten Tag)
registriert. Am letzten Versuchstag erhielten die Ferkel noch ihre Morgenmahlzeit und
wurden kurz vor dem Abtransport in das Veterinär-Anatomische Institut der
Veterinärmedizinische Fakultät, Universität Leipzig, An den Tierkliniken 43, 04103
Leipzig noch einmal gewogen.
1. Versuch:
Nach Versuchsablauf wurden 3 Ferkel (Ohrmarke 451, 452, 466) am 27.4.98 in das Institut
für Lebensmittel- und Fleischhygiene der Veterinärmedizinische Fakultät, Universität
Leipzig, An den Tierkliniken 35, 04103 Leipzig gebracht und geschlachtet. Die Proben
wurden dort entnommen.
2. Versuch:
Die 8 Ferkel des 2. Versuchs wurden am 11.10.99 in das vorher genannte Institut gebracht
und der Schlachtung zugeführt. Die Probenentnahme wurde ebenfalls dort vorgenommen.
Kontrollen:
Am 19.10.00 wurden die letzten 3 Ferkel im Institut für Lebensmittel- und Fleischhygiene
der Schlachtung zugeführt. Die Probenentnahme erfolgte im Schlachthaus.
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3.2 Methodisches Vorgehen nach der Tötung
3.2.1 Darmentnahme und Fixierung der entnommenen Darmabschnitte
Für die Entnahme von Proben wurde nach der Tötung und dem Abtrennen des Darm-
konvoluts das Duodenum aufgesucht. Die ca. 6 mm langen Proben aus dem Duodenum
wurden mit Hilfe einer Pinzette und einer Schere unter Schonung der Schleimhaut ent-
nommen.
Im 2. Versuch als auch bei den Kontrolltieren dieses Versuches wurden bei jedem Ferkel
Kotproben genommen und im Institut für Bakteriologie und Mikrobiologie der Veterinär-
medizinischen Fakultät, Universität Leipzig, An den Tierkliniken 29, 04103 Leipzig
untersucht, um eine mögliche bakterielle Infektion ausschließen zu können.
3.2.1.1 Darmentnahme und Fixierung für die Paraffineinbettung
Die Darmproben wurden mit 4 %iger Formalinlösung fixiert. Bei der Probennahme wurden
für die verschiedenen Versuche unterschiedliche Entnahmestellen gewählt.
1. Versuch: Die Entnahmestellen waren über das gesamte Duodenum verteilt. Die Anzahl
der Proben war in diesem Versuch bei den einzelnen Tieren unterschiedlich:
Kontrolltier: 9 Proben
Ohrmarke 451 (4 g akt. HS/kg Futter): 19 Proben
Ohrmarke 466 (12 g akt. HS/kg Futter): 16 Proben
2. Versuch: Es wurden 3 Entnahmestellen festgelegt, von denen jeweils eine bestimmte
Anzahl Proben pro Tier genommen worden sind:
a) 3 - 4 cm hinter dem Pylorus 4 Proben
b) in der Mitte des Duodenums 3 Proben
c) 3 - 4 cm vor Beginn der Plica duodenocolica 3 Proben
Kontrollen: Die Entnahmestellen und die Probenanzahl entsprachen dem 2. Versuch.
Jede Probe wurde nach der Entnahme einzeln in eine Einbettungskassette gelegt und
anschließend mit 4 %igem Formalin 1 Woche bei Raumtemperatur fixiert.
3.2.1.2 Darmentnahme, Fixierung und Osmierung für die Durcupaneinbettung
Folgende Lösungen und Fixantien wurden hergestellt:
1. Fixanz 1: Die Fixanz 1 bestand aus 2,5 %igem Glutaraldehyd und 4 %igem
Paraformaldehyd, die in 0,1 mol Phosphatpuffer gelöst waren.
Herstellung:
- 12 g Paraformaldehyd wurden in 150 ml Aqua bidest gelöst
- zu dieser Lösung wurden 50 ml 25 %iges Glutaraldehyd gegeben
- die nun entstandene Lösung wurde auf 250 ml mit Aqua bidest aufgefüllt
- zu diesen 250 ml kamen 250 ml 0,2 mol Phosphatpuffer, so dass die oben
angegebene Konzentration der Fixanz 1 erreicht wurde.
2. Fixanz 2: 500 ml der Fixanz 2, die aus 4 %igem Paraformaldehyd in 0,1 mol
Phosphatpuffer bestand, wurde auf folgende Weise hergestellt:
- 20 g Paraformaldehyd wurden in 250 ml Aqua bidest gelöst
- 250 ml 0,2 mol Phosphatpuffer wurden dazugemischt, so dass die obige
Fixanz entstand.
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Für diese beiden Fixantien wurden folgende Materialien verwendet:
a) Paraformaldehyd, 1 kg, Firma Merck KGaA, 64271 Darmstadt, Germany,
Chargen-Nr.: K 26167205917
b) Glutaraldehyd 25 %, 250 ml, Serva Elektrophoresis GmbH, D - 669115 Heidelberg,
Carl - Benz - Str. 7, Chargen-Nr.: 28029
c) Phosphatpuffer: 1. Anteil = Natriumdihydrogenphosphat Dihydrat, 1 kg, Roth GmbH +
Co, 76185 Karlsruhe, Chargen-Nr.: 16627109
2. Anteil = di - Natriumdihydrogenphosphat, 1 kg, Roth GmbH +
Co, 76185 Karlsruhe, Chargen-Nr.: 24940270
3. Osmiumlösung: Für die Osmierung wurde eine wäßrige 2 %ige Stammlösung
hergestellt, in dem 1 g OsO4 auf 50 ml Aqua bidest über 2 d im warmen
Wasserbad gelöst wurde. Der Stammlösung wurde vor dem Gebrauch
0,2 M Phosphatpuffer zur Verdünnung im Verhältnis 1 : 1 beigemischt.
Weil das Osmium giftige Dämpfe absondert, wurden alle
Arbeitsschritte unter dem Abzug unter Benutzung einer Schutzbrille
durchgeführt.
Für die Durcupaneinbettung wurden ebenfalls ca. 6 mm lange Proben aus dem Duodenum
entnommen.
1. Versuch: In diesem Versuch waren die Entnahmestellen über das gesamte Duodenum
verteilt. Folgende Probenanzahl wurde entnommen:
Kontrolltier: 5 Proben
Ohrmarke 451 (4 g HS/kg Futter): 5 Proben
Ohrmarke 466 (12 g HS/kg Futter): 5 Proben
2. Versuch: Bei dieser Entnahme wurden bei jedem Tier Proben aus den gleichen
Lokalisationen wie für die Paraffineinbettung gewonnen:
a) 3 - 4 cm hinter dem Pylorus 3 Proben
b) in der Mitte des Duodenums 3 Proben
c) 3 - 4 cm vor Beginn der Plica duodenocolica 3 Proben
Kontrollen: Die Entnahmestellen und die Probenanzahl entsprachen dem 2. Versuch.
Die Proben der jeweiligen Entnahmestelle wurden in ein Gläschen gegeben, dass mit der
Fixanz 1 gefüllt war. Nach 4 h Lagerung bei Raumtemperatur wurde die Fixanz 1
abpipettiert und durch die Fixanz 2 ersetzt. Dort verblieben die Proben über Nacht bei
Raumtemperatur.
Am nächsten Tag wurden die Proben 4 x 15 min in 0,1 mol Phosphatpuffer mit einem
pH-Wert von 7,4 gespült, um die Osmierung vornehmen zu können. Dafür wurden die
Proben mit Hilfe einer Skalpellklinge derart zugeschnitten, dass bei jeder Probe pro
Entnahmeort eine Seite nicht dicker als 1 mm war, wohingegen die anderen beiden Seiten
in der Größe / Dicke variieren konnten. Im 2. Versuch als auch bei den Kontrolltieren
dieses Versuchs wurde darauf geachtet, dass auf Grund der Form eine spätere Zuordnung
zum Entnahmepunkt im Duodenum erfolgen konnte. Nach dem Zuschneiden wurden die
Präparate in kleine Deckelgläschen mit 1 - 2 ml der Osmiumstammlösung verbracht. Die
Gläschen wurden für 60 min in den Kühlschrank gestellt, wobei darauf geachtet wurde,
dass die Proben mehrmals bewegt wurden. Danach wurden die Proben 2 x 15 min mit
0,1 mol Phosphatpuffer, pH-Wert 7,4, gespült.
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3.2.2 Einbettung der Darmabschnitte
3.2.2.1 Paraffineinbettung
Montag: 7.00 -15.30 Uhr Wässern der Präparate
15.30 - 7.00 Uhr 70 % Alkohol
Dienstag: 7.00 -15.30 Uhr 80 % Alkohol
15.30 - 8.00 Uhr 90 % Alkohol
Mittwoch: 8.00 - 9.30 Uhr 96 % Alkohol
9.30 -11.00 Uhr 100 % Alkohol
11.00 -13.00 Uhr Isopropanol 1
13.00 - 7.00 Uhr Isopropanol 2
Donnerstag: 7.00 - 9.00 Uhr Essigsäurebutylester 1
9.00 -11.00 Uhr Essigsäurebutylester 2
11.00 -13.00 Uhr Paraffin 1 / Histoplast bei 56 - 58°C
13.00 -16.00 Uhr Paraffin 2 / Histoplast bei 56 - 58°C
16.00 - 7.00 Uhr Paraffin 3 / Histoplast bei 56 - 58°C
Freitag: Blöcke in Gummiformen gießen, Beschriftung außen an der Form anbringen,
Präparate mit Pinzette in die Form einbringen und aufrichten, bis das Paraffin ausgehärtet
ist.
Folgende Anzahl Blöcke wurde hergestellt:
1. Versuch: Kontrolltier: 9 Blöcke/Tier (insgesamt 9 Blöcke)
Mit 4 g HS/kg Futter gefüttertes Tier: 19 Blöcke/Tier (insgesamt 19 Blöcke)
Mit 12 g HS/kg Futter gefüttertes Tier: 16 Blöcke/Tier (insgesamt 16 Blöcke)
2. Versuch: Mit Dysticum gefütterte Tiere: 10 Blöcke/Tier (insgesamt 80 Blöcke)
Kontrollen: Kontrolltiere des 2. Versuchs: 10 Blöcke/Tier (insgesamt 30 Blöcke)
3.2.2.2 Durcupaneinbettung
Bevor die Darmabschnitte nach der letzten Spülung in Durcupan eingebettet werden
konnten, wurden 2 verschiedene Mischungen hergestellt.
Diese Mischungen bestanden aus 4 Komponenten in einer Menge von ca. 1 - 2 ml pro
Probenglas im Verhältnis: A B D C
1 : 1 : 0,01 : 0,03
Daraus ergaben sich folgende Werte für das Abwiegen der Substanzen:
Komponente Gewicht / 1 ml Anteil
A 1,043 g 10,0
B 1,011 g 10,0
D 1,040 g 0,1
C 0,951 g 0,1
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Die Mischung 1 besteht aus den Komponenten A, B und D (Weichmacher).
Die Mischung 2 wird aus der Mischung 1 und der Komponente C (Härter) hergestellt.
Dabei errechnet sich die Menge der Komponente C nach dieser Formel:
Rest der Mischung 1 x 0,01426.
Für die Versuche wurde ein 70 g Ansatz gemacht.
Die Einbettung läuft in folgenden Schritten ab:
15 min 30 % Ethanol
über Nacht 50 % Ethanol
45 min 70 % Ethanol
45 min 90 % Ethanol
30 min 98 % Ethanol
3 x 30 min absolutes Ethanol
2 x 15 min Propylenoxid (500 ml, Serva, Boehringer Ingelheim Bioproducts
Partnership, D - 69115 Heidelberg, Chargen-Nr.: 33715)
240 min 1 Durcupan : 3 Mischung 1 danach Probengläser öffnen und
Propylenoxidanteil unter dem Abzug über Nacht abdampfen lassen
60 min reines Durcupan Mischung 2 bei 50 °C im Wärmeschrank
Die Dehydrierung und die Einbettung erfolgten mit verschlossenen Probengläsern auf dem
Probenrotor (Firma Agar Scientific) bei Raumtemperatur.
Als Durcupan wurde das Durcupan ACM Fluca der Firma Fluka Chemie AG, Postfach
1348, D - 89203 Neu - Ulm, CH - 9471 Buchs, verwendet.
Nach dieser Behandlung wird Durcupan in Gummi- bzw. Plastikformen gegossen und pro
Block ein Präparat in die Spitze der Form geschoben.
Die Polymerisation von Durcupan Mischung 2 erfolgte 48 h bei 80 °C im Wärmeschrank.
Nach der Polymerisation wurden die Durcupanblöcke direkt beschriftet.
Weitere Hinweise, die bei der Durcupaneinbettung beachtet wurden:
1. Alle aus dem Kühlschrank entnommenen Komponenten wurden vor dem Öffnen mind.
1 h bei Raumtemperatur gelagert.
2. Nach jeder neuen Beimengung wurde das Gemisch mind. 30 min gründlich, aber
blasenfrei gerührt.
3. Die letzte Mischung wurde 2 h gerührt.
Folgende Anzahl Blöcke wurde hergestellt:
1. Versuch: 5 Blöcke/Tier
2. Versuch: 6 Blöcke/Tier (2 Blöcke/Entnahmestelle)
Kontrollen: 6 Blöcke/Tier (2 Blöcke/Entnahmestelle)
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3.2.3 Schneiden der Präparate
Für die weiteren Schritte wurden Objektträger der Firma Menzel - Gläser, 50 Objektträger,
ca. 76 x 26 mm / 3 x 1 inch und Deckgläser der Firma AL, 100 Deckgläser in den
verschiedenen Größen verwendet.
3.2.3.1 Schneiden der Paraffinblöcke
Die Paraffinblöcke wurden mit Hilfe eines Schlittenmikrotoms der Marke Leica SM
2000 R in einer Dicke von 8 µm geschnitten. Als Mikrotommesser wurden Einmalklingen
der Firma Feather, Mikrotome Blade, Stainless steel, R35, 50 Blades benutzt. Nach dem
Entfalten der Schnitte im geheizten Wasserbad wurden diese auf einen mittels Schreib-
diamanten gekennzeichneten und mit Eiweißglycerin befeuchteten Objektträger
aufgezogen. Die Objektträger wurden auf dem Heiztisch (DIGDI-THERM der Firma
Störck-Tronic) bei konstant 50° getrocknet. Auf diese Weise entstanden im 1. Versuch pro
Block 14 Objektträger mit je 2 Schnitten, im 2. Versuch einschließlich der Kontrollgruppe
10 Objektträger mit je 2 Schnitten.
3.2.3.2 Schneiden der Durcupanblöcke für Semidünnschnitte
Vor dem Schneiden mußten die Spitzen der Durcupanblöcke mit dem Ultratrimm der
Firma Reichert zu einer Pyramidenform getrimmt werden. Dies geschah in einem
Anstellwinkel von 30°, indem unter mikroskopischer Kontrolle der Diamant manuell
stufenweise vorgeschoben worden ist.
Nach dem Trimmen wurden die Durcupanblöcke mit dem Ultramikrotom der Marke Leica
Ultracut UCT in einem Freiwinkel von 6° geschnitten. Die Schneide - bzw. die Rücklauf-
geschwindigkeit waren dabei auf 1,0 nm/s bzw. 0,6 nm/s eingestellt. Bei diesem motor-
getriebenen Schneidevorgang fielen die grün-blau bis rot-blau schimmernden 1000 nm
dicken Schnitte in das mit Aqua bidest gefüllte Wasserauffangbecken. Die Schnitte wurden
danach mit einer kleinen Wimper unter mikroskopischer Kontrolle auf einen beschrifteten
und mit einem Tropfen Wasser befeuchteten Objektträger gebracht und luftgetrocknet. Auf
diese Weise entstanden pro Präparat 3 Objektträger (im 1. Versuch) bzw. 1 Objektträger
(im 2. Versuch einschließlich der Kontrollgruppe) mit 3 - 5 Schnitten.
3.2.3.3 Schneiden der Durcupanblöcke für Ultradünnschnitte
Für die Anfertigung der Ultradünnschnitte wurden dieselben Durcupanblöcke
herangezogen wie für die Herstellung der Semidünnschnitte. Am Ultramikrotom wurden
die Schnitte mit einer Dicke von 50 nm und einer grau-silbernen bis weißen Farbe
angefertigt. Das Aqua bidest im Wasserauffangbecken wurde mit Hilfe eines Spritzenfilters
von möglichen Verunreinigungen befreit. Die Schnitte wurden unter mikroskopischer
Kontrolle aus dem Wasserauffangbecken aufgefangen, auf “slots“ geklebt und nach der
Lufttrocknung in eine Gridbox einsortiert. Auf diese Weise entstanden
im 1. Versuch: 2 Slots mit 4 - 8 Schnitten / Block
im 2. Versuch: 6 Slots mit 2 - 3 Schnitten / Block
in der Kontrollgruppe: 3 Slots mit 2 - 3 Schnitten / Entnahmestelle
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3.2.4 Färben der Schnitte und Eindecken der Präparate aus der Paraffineinbettung
Sämtliche Schnitte aus der Paraffineinbettung mußten vor der jeweiligen Färbung ent-
paraffiniert werden. In Standküvetten wurden die Objektträger für folgende Zeiten ein-
gestellt:
10 min Xylol I
10 min Xylol II
10 min Xylol III
10 min 80 % Alkohol
10 min 70 % Alkohol
10 min 50 % Alkohol
Danach wurden die Objektträger mit Leitungswasser gespült, das Wasser abgeschüttet und
die Schnitte in die jeweilige Färbung gegeben.
3.2.4.1 Hämatoxylin-Eosin-Färbung
Vor Beginn der Färbung wurde eine 1 %ige Eosinlösung aus Eosin Y Na - salt der Firma
Serva hergestellt, indem 1 g Eosin in 100 ml Aqua bidest gelöst wurde. Der Farbstoff
Hämatoxylin wurde von der Firma Shandon als Hämatoxylin - 2 Shandon fertig geliefert.
Die Hämatoxylin-Eosin-Färbung wurde in einer aus Standküvetten aufgebauten Färbereihe
durchgeführt.
1 Küvette Hämatoxylin 4 min färben
1 Becherglas Leitungswasser Objektträger im Wasser kurz schwenken
1 Küvette Leitungswasser 1 - 2 mal mit Leitungswasser spülen, 10 min
bläuen
1 Küvette leer Objektträger kurz abtropfen lassen
1 Küvette Eosin Objektträger 10 mal im Eosin hin- und herschwenken
1 Becherglas Leitungswasser Objektträger im Wasser kurz schwenken
1 Küvette Leitungswasser Objektträger in Küvette einstellen, 2 min wässern
1 Küvette leer Objektträger abtropfen lassen, vorsichtig mit Fließ-
papier abtrocknen
2 Küvetten 95 % Alkohol Objektträger einzeln für 5 min in den Alkohol stellen
2 Küvetten leer Objektträger abtropfen lassen, mit Tissue-Tüchern
gefärbtes Eiweißglycerin entfernen
2 Küvetten Xylol Objektträger für 5 min in Xylol stellen
2 Küvetten leer Objektträger abtropfen lassen, mit Tissue-Tüchern
trocknen, Präparate mit Xylol verdünntem
Canadabalsam und Deckgläschen der Größe
24 x 40 mm bzw. 24 x 50 mm eindecken
Mit dieser Färbung wurden pro Block
im 1. Versuch: 10 Objektträger mit jeweils 2 Schnitten
im 2. Versuch: 6 Objektträger mit jeweils 2 Schnitten
in der Kontrollgruppe: 6 Objektträger mit jeweils 2 Schnitten gefärbt.
Diese Schnitte dienten als Grundlage für die Messungen der Zottenlänge, der Lymphgefäß-
weite und der Epithelhöhe an der Bildanalyse, Analysis, SIS, Münster.
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3.2.4.2 Ungefärbte Schnitte
Die ungefärbten Schnitte wurden zur Entparaffinierung nur 3 mal für je 10 min in mit
Xylol gefüllte Küvetten gestellt. Nach dieser Behandlung wurden sie mit Tissue-Tüchern
abgetrocknet und mit Xylol verdünntem Canadabalsam und Deckgläschen der Größe
24 x 40 mm bzw. 24 x 50 mm eingedeckt.
Auf diese Art wurden pro Block 2 Objektträger mit jeweils 2 Schnitten behandelt.
Die Schnitte wurden für die Auszählung der Huminsäurepartikel mit Hilfe der Bildanalyse,
Analysis, SIS, Münster herangezogen.
3.2.4.3 Alcianblau-Hämatoxylin-Färbung
Für die Alcianblau-Hämatoxylin-Färbung wurde vor Beginn der Färbung eine 3 %ige
Essigsäure aus 3 ml reiner Essigsäure und 97 ml Aqua bidest hergestellt.
Die Alcianblaulösung war von der Firma Dr. K. Hollborn und Söhne, 500 ml,
Chargen-Nr.: 0499, Alcianblaulösung 0,1 % (100 mg Alcianblau in 100 ml 3 % iger
Essigsäure).
Das Hämatoxylin wurde von der Firma Shandon als Hämatoxylin - 2 Shandon bezogen.
Die Färbereihe war wie folgt aufgebaut:
1 Küvette 3 %ige Essigsäure 3 min, kurz abtropfen lassen
1 Küvette Alcianblaulösung 30 min färben
1 Becherglas Leitungswasser kurz schwenken
1 Küvette Leitungswasser 5 min wässern
1 Küvette Leitungswasser 5 min wässern
1 Küvette Hämatoxylin 4 min färben
1 Becherglas Leitungswasser Objektträger kurz schwenken
1 Küvette Leitungswasser 10 min bläuen, danach Objektträger mit Fließpapier
vorsichtig abtrocknen
1 Küvette 95 % Alkohol Objektträger 5 min in Alkohol stellen, anschließend
mit Fließpapier vorsichtig abtrocknen
1 Küvette Xylol Objektträger 5 min in Xylol stellen
1 Küvette leer Objektträger abtropfen lassen, mit Tissue-Tüchern
kurz abtrocknen, mit Xylol verdünntem Canada-
balsam und Deckgläschen der Größe 24 x 40 mm
bzw. 24 x 50 mm eindecken.
Diese Färbung wurde pro Block bei 1 Objektträger mit 2 Schnitten angewandt.
Um die Anzahl der Becherzellen zu ermitteln, wurden die Schnitte mit Hilfe der
Bildanalyse, Analysis, SIS, Münster ausgewertet.
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3.2.4.4 Alcianblau-PAS-Färbung
Für die Alcianblau-PAS-Färbung wurde wie bei der Alcianblau-Hämatoxylin-Färbung eine
3 %ige Essigsäure hergestellt.
Weiter wurde Na-bisulfitlösung aus 15 ml N Salzsäure, 15 ml Na-bisulfat 10 % und 270 ml
Aqua bidest hergestellt.
Von der Firma Dr. K. Hollborn und Söhne, 1 l Chargen-Nr.: 4.97, Perjodsäure 1 % wurde
die Perjodsäure verwendet.
Die Schiff-Reagenz kam ebenfalls von der Firma Dr. K. Hollborn und Söhne, Schiff-
Reagenz, 1000 ml 05107, Fuchsinschweflige Säure.
Die Färbereihe war folgendermaßen aufgebaut:
1 Küvette 3 %ige Essigsäure 3 min, kurz abtropfen lassen
1 Küvette Alcianblaulösung 30 min färben
1 Becherglas Leitungswasser kurz schwenken
1 Küvette Leitungswasser 5 min wässern
1 Küvette Leitungswasser 5 min wässern
1 Küvette Perjodsäure 1 %ig 10 min Aldehydgruppen oxidieren
1 Küvette Leitungswasser Objektträger spülen
1 Küvette Leitungswasser Objektträger 5 min darin belassen
1 Küvette Schiff-Reagenz 5 min färben
1 Becherglas Na-bisulfitlösung Objektträger kurz schwenken
1 Küvette Na-bisulfitlösung 5 min Färbung stabilisieren
1 Küvette Na-bisulfitlösung 5 min Färbung stabilisieren
1 Küvette Leitungswasser 10 min unter fließendem Leitungswasser auswaschen,
danach mit Fließpapier abtrocknen
1 Küvette 95 % Alkohol 5 min entwässern, anschließend mit Fließpapier
abtrocknen
1 Küvette Xylol Objektträger 5 min in Xylol stellen, dann abtropfen
lassen, mit Tissue-Tüchern abtrocknen, mit Xylol
verdünntem Canadabalsam und Deckgläschen der
Größe 24 x 40 mm bzw. 24 x 50 mm eindecken.
Mit dieser Färbung wurde pro Block ein Objektträger behandelt.
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3.2.5 Färben der Schnitte und Eindecken der Semidünnschnitte
3.2.5.1 Ungefärbte Semidünnschnitte
Nach dem Schneiden der Semidünnschnitte am Ultramikrotom wurden die Deckgläschen
am Rand mit Tesafilm auf dem Objektträger befestigt. Sämtliche Präparate wurden auf
diese Weise eingedeckt, denn alle Versuche, die Schnitte auf herkömmliche Art
einzudecken (Canadabalsam, Entellan, Immersionsöl direkt auf den Schnitt) schlugen inso-
fern fehl, als sich die Huminsäuren sofort auflösten und nicht mehr darzustellen waren.
3.2.5.2 Toluidinblau-Färbung
Die Toluidinblau-Färbung ist eine Schnellfärbung nach Trump et al. (1961), bei der die
Lösung auf diese Weise hergestellt worden ist:
6 Teile Toluidin ( Toluidinblau 25 g, Chargen-Nr.: 896640, Fluka AG, Buchs SG)
3 Teile Na-carbonat
1 Teil 70 % Alkohol
Sämtliche Komponenten werden vermischt, so dass sich das Toluidinblau auflösen konnte.
Die Lösung ist wochenlang im Kühlschrank haltbar, wurde aber vor jeder Färbung gefiltert,
da die gesättigte Lösung zu Ablagerungen bzw. Ausfällen neigt.
Bei der Färbung wurde ein Tropfen Toluidinblaulösung auf den Objektträger bzw. den
Schnitt getropft und der Objektträger auf eine mit 60°C vorgeheizte Wärmeplatte gelegt.
Nach einer Einwirkungszeit von 15 bis 30 s, wurde die Lösung mit Aqua bidest abgespült
und unter dem Mikroskop die Färbung des Präparates geprüft. Waren die Strukturen
genügend angefärbt, wurde der Objektträger auf die Wärmeplatte zum Trocknen gelegt.
Anschließend wurden die Schnitte mit Entellan und Deckgläschen der Größe 22 x 22 mm
eingedeckt.
Es wurde im 1. Versuch 1 Objektträger mit 3 - 5 Schnitten angefärbt. Im 2. Versuch
einschließlich der Kontrollgruppe diente diese Färbung als Übersichtsfärbung beim
Herstellen der Semidünnschnitte.
3.3 Lichtmikroskopische Untersuchung
Die lichtmikroskopischen Untersuchungen wurden mit einem Axiophot der Firma Zeiss,
Oberkochen, durchgeführt.
3.3.1 Lichtmikroskopische Untersuchung der ungefärbten Schnitte
Die ungefärbten Schnitte wurden bei einer Vergrößerung um das 100 -, 200 -, 400 - und
1000 -fache (bei dieser Vergrößerung mit Immersionsöl) betrachtet.
Zur Beurteilung gelangten hier:
• Allgemein: Unter diesem Punkt wurden allgemeine Auffälligkeiten beschrieben.
• Huminsäuren: Huminsäurepartikel wurden auf ihr Vorhandensein und die Masse
ihres Auftretens in der duodenalen Darmwand untersucht.
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3.3.2 Lichtmikroskopische Untersuchung der Hämatoxylin-Eosin gefärbten Schnitte
Die lichtmikroskpische Untersuchung wurde bei einer Vergrößerung um das 200- bis
400-fache vorgenommen.
Besondere Berücksichtigung galt dabei folgenden Parametern:
• Allgemein: Unter diesem Punkt wurden Auffälligkeiten beschrieben, die nicht
unter die anderen Untersuchungspunkte fielen.
• Abwehrzellen: Hier wurde die Anzahl und Art der Abwehrzellen in den Zotten
beurteilt.
• Blutgefäße: Die Blutgefäße wurden auf ihre Anzahl, Art und ihre Größe
untersucht.
• Lymphgefäße: Bei den Lymphgefäßen wurde ebenfalls die Anzahl und die Größe
beurteilt.
• Bürstensaum: Beim Bürstensaum wurde die Breite und die Intaktheit geprüft.
• Epithel: Das Epithel wurde auf seine Intaktheit und die Höhe seiner Zellen
untersucht.
• Becherzellen: Bei der Beurteilung der Becherzellen war ihre Anzahl und ihre Größe
wichtig.
• Krypten: Es wurde die Dichte der Lamina propria mucosae, die Anzahl der
Krypten und die Anzahl der vorhandenen Abwehrzellen
untersucht.
• Tela submucosa: Bei der Tela submucosa waren ihre Breite, die Anzahl und Größe der
in ihr liegenden Gefäße, die Anzahl der Drüsen und die Anzahl und
Größe der Lymphfollikel für die Beurteilung ausschlaggebend.
• Zotten: Bei der Beurteilung der Zotten war die Länge von Bedeutung.
Außerdem wurde vermerkt, ob sich unter ihnen längs- oder quer-
getroffene Zotten befanden.
3.3.3 Lichtmikroskopische Untersuchung der Alcianblau-Hämatoxylin und der
Alcianblau-PAS gefärbten Schnitte
Bei der Alcianblau-Hämatoxylin-Färbung wurden folgende Parameter untersucht:
• Huminsäuren: Huminsäurepartikel wurden auf ihre Lage, in oder neben den
Becherzellen, und auf ihre Anzahl untersucht.
• Becherzellen: Becherzellen wurden auf die Gleichmäßigkeit ihrer Verteilung an den
Zotten und im Duodenum untersucht.
Bei der Alcianblau-PAS-Färbung wurden nachstehende Parameter analysiert:
• Becherzellen: Die Becherzellen wurden aufgrund ihrer Verteilung entlang der Zotten
und des gesamten Duodenums beurteilt. Außerdem wurde die
Ausprägung des Becherzellstiels vermerkt.
• Huminsäuren: Huminsäurepartikel wurden in und neben den basalen Stielen der
Becherzelle dedektiert. Huminsäurepartikel im Becherzelllumen konnten
nicht ausfindig gemacht werden, da diese Färbung die Huminsäure-
partikel im Lumen überdeckte.
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3.3.4 Lichtmikroskopische Untersuchung der ungefärbten Semidünnschnitte
Die Semidünnschnitte wurden bei einer Vergrößerung um das 100 -, 200 -, 400 -, 630 - und
1000 -fache (bei den letzten beiden Vergrößerungen mit Immersionsöl) mikroskopiert.
• Huminsäuren: Huminsäurepartikel wurden in den Becherzellen und im Gewebe
analysiert. Ihr Vorhandensein wurde vermerkt. Eine quantitative Analyse
erfolgte nicht.
3.3.5 Lichtmikroskopische Untersuchung der Toluidinblau gefärbten Semidünnschnitte
Die Semidünnschnitte wurden mit denselben Objektiven untersucht wie die ungefärbten
Semidünnschnitte.
Hierbei sollten ebenfalls die Huminsäuren in den Becherzellen und im Gewebe beurteilt
werden.
3.4 Elektronenmikroskopische Untersuchung der Ultradünnschnitte
Die elektronenmikroskopische Untersuchung wurde mit einem Elektronenmikroskop EM
900 der Firma Zeiss, Oberkochen, durchgeführt.
Die dokumentierten Vergrößerungen lagen zwischen 3.000 und 50.000.
Wichtige Kriterien der ultrastrukturellen Analyse waren:
• Anzahl der Schnitte
• Huminsäuren: Das Vorhandensein bzw. das Fehlen von Huminsäurepartikeln wurde
vermerkt.
• Lokalisation: Die Lokalisation der Huminsäurepartikel im Duodenum wurde
beschrieben.
3.5 Semiquantitative Auswertung an der Bildanalyse
Um Messungen an der Bildanalyse, Analysis, SIS, Münster, vornehmen zu können, mußten
für die Präparate der Licht- und Elektronenmikroskopie unterschiedliche Ansätze gewählt
werden. Die Objektträger mit den unterschiedlich gefärbten Darmabschnitten für die Licht-
mikroskopie wurden unter das Mikroskop gelegt und der entsprechende Epithelabschnitt
scharf eingestellt. Das auf diese Weise auf dem Bildschirm entstandene Bild wurde ein-
gefroren. Mit Hilfe eines 2. Computers konnten nun die Messungen erfolgen. Um
Messungen an den Ultradünnschnitten durchführen zu können, war das Verfahren etwas
aufwendiger. Es mußten zuerst von den am Elektronenmikroskop gemachten Negativen
Abzüge erstellt werden. Diese wurden in den Computer eingescannt und mit Unterstützung
des 2. Computers ausgemessen.
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3.5.1 Messungen an den ungefärbten Paraffinschnitten
Mit Hilfe der ungefärbten Paraffinschnitte wurde die Anzahl der Huminsäuren pro
definierte Fläche bestimmt. Zu diesem Zweck wurden in einem 0,01 mm² großen Rechteck
die Huminsäurepartikel einzeln ausgezählt. Pro Lokalisationsstelle wurde eine Zählung
durchgeführt.
3.5.2 Messungen an den Hämatoxylin-Eosin gefärbten Schnitten
An diesen Präparaten wurden die Epithelhöhe, die Zottenlänge und die Lymphgefäßweite
vermessen.
Die Epithelhöhe wurde pro Lokalisationsstelle an 3 Stellen gemessen: der Zottenspitze, der
höchsten und der tiefsten Stelle der Zottenseiten. Dafür wurde die Senkrechte von der
Basalmembran bis zur höchsten Stelle des Enterozyten ermittelt und die Länge dieser
Strecke in einer Tabelle festgehalten.
Um die Zottenlänge zu quantifizieren, wurden pro Lokalisationsstelle die 3 längsten Zotten
ausgemessen. Hierfür wurde eine Linie zwischen der Basalmembran der beiden
angrenzenden Krypten gezogen. Von dort beginnend, wurde die Strecke bis zur höchsten
Stelle der Zottenspitze gemessen.
Zur Bestimmung der Lymphgefäßweite wurden die 3 weitesten zentralgelegenen Lymph-
gefäße einer Lokalisationsstelle vermessen. Dort wurde die Länge und die Breite des
Gefäßes ermittelt.
3.5.3 Messungen an den Alcianblau-Hämatoxylin gefärbten Schnitten
Anhand der Alcianblau-Hämatoxylin-Färbung konnte die Anzahl der Becherzellen im
Epithel ausfindig gemacht werden. Hierfür wurden die Becherzellen an der Zottenseite auf
einer 100 µm langen Epithelstrecke gezählt. Bei dieser Messung wurde pro
Lokalisationsstelle eine Epithelstrecke ausgewertet.
3.5.4 Messungen an den Ultradünnschnitten
Über die Abzüge der elektronenmikroskopischen Negative konnten 8 Messungen ausführt
werden.
Um die Höhe des Bürstensaums eruieren zu können, mußte die Strecke von der höchsten
Stelle des Mikrovillus bis zu dessen Ansatz am Enterozyten bestimmt werden. Diese
Messung wurde an mehreren Mikrovilli durchgeführt.
Die Größe der Huminsäurepartikel wurde im Bürstensaum, in der Lamina propria mucosae,
in den Becherzellen und gebunden an Leukozyten vermessen. Dafür wurde die Länge und
die Breite der einzelnen Huminsäurepartikel und der einzelnen Granula in diesen Aggre-
gationen ermittelt.
Zudem wurde die Größe der in den Becherzellen auftretenden Löcher ausgemessen. Ein
aus dem Wasserbecken aufgefischter Huminsäurepartikel konnte gleichermaßen vermessen
werden.
Tiere, Material und Methode 51
3.6 Photoarbeiten
Die Photoarbeiten wurden mit folgenden Filmen durchgeführt:
a) Die lichtmikroskopischen Aufnahmen am Axiophot wurden mit einem Kodak
Ektachrome 64 T gemacht. Die Filme wurden im Zentrum für Foto und Film,
Medizinische Fakultät, Universitätsklinikum, Universität Leipzig, Liebigstr.27a,
04103 Leipzig entwickelt.
b) Die elektronenmikroskopischen Abbildungen wurden mit einem Kodak electron
microscopefilm 4489 (Kodak Company, New York) vorgenommen.
Die Entwicklung der elektronenmikroskopischen Negative erfolgte im Photolabor des
Veterinär-Anatomischen Instituts (Veterinärmedizinische Fakultät, Universität Leipzig) mit
Hilfe von Tetenal photographic paper, 4 hard, B / W paper (PE / RL).
Die entstandenen Abzüge dienten als Grundlage der an der Bildanalyse, Analysis, SIS,




4.1.1 Lichtmikroskopische Befunde der ungefärbten Schnitte
In diesen Präparaten ließ sich sowohl bei den Kontroll- als auch bei den Versuchstieren der
physiologische Darmaufbau mit Tunica mucosa, Tela submucosa, Tunica muscularis, Tela
subserosa und Tunica serosa mit Hilfe der Nomarski-Optik verfolgen. Hierbei bewirkte die
Interferenz-Phasenkontrast-Technik eine bessere Darstellung des ungefärbten Gewebes, so
dass die einzelnen Schichten der Darmwand zu erkennen waren.
( Auswertungstabellen siehe Anhang)
Versuch 1 ( aktivierte Huminsäuren ):
In den ungefärbten Schnitten waren bei dem Kontrolltier keine auffälligen Partikel in den
Enterozyten, den Becherzellen, in der Lamina propria mucosae oder den anderen Schichten
bis zur Tunica muscularis zu finden (Abb. 4.1 und Abb. 4.2).
Bei dem mit 4 g HS/kg Futter gefütterten Tier wurden schwarze Huminsäurepartikel, die
von kleinen Vakuolen umgeben schienen, hauptsächlich in der Lamina propria mucosae
und vereinzelt im Epithel gefunden. In Abb. 4.3 sind Huminsäureeinschlüsse im
duodenalen Epithelbereich und in den tieferen Schichten der Lamina propria mucosae zu
sehen.
In einem Block (NR. 21) konnten diese Partikel sogar in allen Darmschichten bis zur
Tunica muscularis dargestellt werden. Zudem lagen weitere Partikel in einzelnen
Becherzellen. Diese Lokalisationsstelle konnte im späteren Verlauf der Auswertung mit
Hilfe der Alcianblau-Hämatoxylin-Färbung und der Elektronenmikroskopie bestätigt
werden. In den verschiedenen Präparaten hatten die Huminsäureaggregate in der Lamina
propria mucosae eine unterschiedliche Größe, die in Anlehnung an die Messungen beim
12 g HS/kg Futter gefütterten Tier bei ungefähr 0,3 µm x 0,4 µm lag. Diese
Huminsäureaggregate konnten bis in die Tiefe der Krypten verfolgt werden (Abb. 4.4).
Die Verteilung der Huminsäuren im Duodenum war sehr inhomogen. So traten die Partikel
an einigen Stellen gehäuft im Gewebe auf, wohingegen an anderen Stellen kein Partikel zu
finden war. Diese ungleichmäßige Verteilung der Huminsäuren im Duodenum ließ sich
nicht nur in Schnitten unterschiedlicher Blöcke eines Tieres sondern auch in einem
einzigen Schnitt finden. Die Anzahl der Huminsäuren auf einer definierten Fläche von
0,01 mm² variierte zwischen 0 und 28 Partikeln.
Bei dem Tier, das 12 g HS/kg Futter erhalten hatte, konnte die gleiche Verteilung der
Huminsäuren im Gewebe wie bei dem mit 4 g HS/kg Futter gefütterten Ferkel beobachtet
werden, wobei die Anzahl der Huminsäuren pro Fläche (0,01 mm²) mit 5 bis 39 Partikeln
höher lag, so dass mit Hilfe der Bildanalyse der subjektive Eindruck einer vermehrten
Einlagerung bei dem höher ausdosierten Tier bestätigt werden konnte (Abb. 4.5).
Bei diesem Ferkel konnten zudem die Huminsäurepartikel bei 3 Blöcken (Nr. 4, 9, 64) bis
zur Tela submucosa bzw. bis zur Tunica muscularis beobachtet werden. Die Partikelgröße
der Huminsäureaggregate in der Lamina propria mucosae lag zwischen 0,3 µm x 0,26 µm
und 0,5 µm x 0,34 µm, wobei die einzelnen Huminsäuregranula eine Größe von 0,01 µm
nicht überschritten. Auch bei dieser Dosierung ließen sich Huminsäurepartikel in den





Versuch 2 ( Dysticum):
Bei den 3 Kontrolltieren konnten in den ungefärbten Paraffinschnitten keine Huminsäuren
in der duodenalen Darmwand gefunden werden.
Bei den mit Dysticum gefütterten Tieren war auffällig, dass die Huminsäurepartikel häufig
erst bei höheren Vergrößerungen als die aktivierten Huminsäuren zu erkennen waren. Dies
ist wahrscheinlich auf ihre kleinere Partikelgröße, die für die Huminsäureaggregate in der
Lamina propria mucosae zwischen 0,15 µm x 0,14 µm und 0,33 µm x 0,26 µm lag, zurück-
zuführen. Die einzelnen Granula hatten dabei eine Größe von 0,01 µm. Bei diesen Tieren
waren erneut schwarze Huminsäurepartikel in allen Schichten der Darmwand, vom Epithel
bis einschließlich zur Tunica muscularis, nachweisbar. Diese Verteilung der Huminsäuren
konnte bei allen 8 Tieren nachgewiesen werden (Abb. 4.7 und 4.8).
Zudem nahm die Anzahl der Huminsäuren mit 0 bis 330 pro definierte Fläche ( 0,01 mm²)
bei diesen Tieren noch stärker zu als beim 1. Versuch. Diese Zunahme war vor allem bei
den Tieren mit den Ohrmarken 391, 362, 378 und 000 besonders ausgeprägt (Abb. 4.9).
Die Verteilung der Huminsäuren war wie beim 1. Versuch sehr unterschiedlich, so dass
neben Gewebestellen ohne Huminsäuren Lokalisationen mit erhöhter Einlagerung
gefunden werden konnten. Bei diesem Versuch war augenfällig, dass die Huminsäuren
seltener als im 1. Versuch in den Becherzellen zu finden waren. Dabei wiesen die
Huminsäurepartikel in den Becherzellen eine Größe von 0,05 µm x 0,04 µm bis 0,08 µm x
0,08 µm auf (Abb. 4.10).
Huminsäurepartikel ließen sich in unmittelbarer Nähe von Lymph- und Blutgefäßen nach-
weisen (Abb. 4.11 und Abb. 4.12).
Bei dem Ferkel mit der Ohrmarke 378 konnten außerdem Huminsäureeinlagerungen in der
stark ausgeprägten Media einer Arterie beobachtet werden (Abb. 4.13). Diese
Huminsäureaggregate konnten bei den Kontrolltieren nicht beobachtet werden (Abb. 4.14).
4.1.2 Lichtmikroskopische Befunde der HE-gefärbten Schnitte
Bei den HE-gefärbten Schnitten war bei allen Versuchs- und Kontrolltieren der
physiologische Darmaufbau mit der Tunica mucosa, der Tela submucosa, der Tunica
muscularis, der Tela subserosa und der Tunica serosa gut zu erkennen.
(Auswertungstabellen siehe Anhang)
Versuch 1 ( aktivierte Huminsäuren ):
Unterschiede zwischen dem Kontrolltier und den mit aktivierten Huminsäuren gefütterten






Dagegen waren für die anderen Parameter (Krypten, Tela submucosa, Blutgefäße, Anzahl







Bei dem Kontrolltier konnten die Zotten teilweise nicht differenziert werden bzw. waren
mit durchschnittlich 90 µm Länge außergewöhnlich kurz. Mittellange Zotten mit einer
Höhe von durchschnittlich 255 µm waren selten (Abb. 4.15). Der Bürstensaum war sehr
schmal und oft über dem aufgelockerten Epithel zerrissen. Teilweise fehlte er vollständig.
Mit Hilfe der Bildanalyse ließ sich in den elektronenmikroskopischen Bildern an den
geschädigten Stellen eine Höhe des Bürstensaums von durchschnittlich 0,37 µm ermitteln.
An den ungeschädigten Stellen hatte der Bürstensaum hingegen eine durchschnittliche
Höhe von 0,85 µm bis 1,0µm. Das Epithel wirkte teilweise aufgelockert und war häufig
zerrissen, wobei die Enterozyten eine unterschiedliche Höhe von durchschnittlich
32,57 µm bis 48,7 µm an der Zottenseite und 35,71 µm an der Zottenspitze aufwiesen. Die
Anzahl der Becherzellen schien mit durchschnittlich 2 Becherzellen pro 100 µm
Epithellänge physiologisch zu sein. Die Lymphgefäße waren häufig in der Zottenmitte zu
finden und wirkten mit durchschnittlich 23 µm Länge x 17 µm Breite klein (Abb. 4.16).
Bei dem mit 4 g HS/kg Futter gefütterten Ferkel waren die Zotten mit ca. 250 µm bis über
400 µm mittellang bis lang und damit deutlich länger als bei dem Kontrolltier (Abb. 4.17).
Der Bürstensaum war bei diesem Tier oft vom Epithel abgeschilfert und auch über intakten
Epithelzellen fehlend. Er wirkte sehr schmal und war häufig zerrissen. Das Epithel wirkte
stärker geschädigt als bei dem Kontrolltier, wobei die Enterozytenhöhe an den Zottenseiten
mit durchschnittlich 19,1 µm bis 45,62 µm dieser subjektiven Beurteilung entsprach.
Hingegen korrelierte die Enterozytenhöhe an der Zottenspitze mit durchschnittlich
37,89 µm mit der des Kontrolltieres. Die Anzahl der Becherzellen schienen hier gegenüber
dem Kontrolltier gleich hoch zu sein, was erst anhand der Alcianblau-Hämatoxylin- und
der Alcianblau-PAS-Färbung verdeutlicht werden konnte (Siehe Punkt 4.1.3). Die
Lymphgefäße in der Zottenmitte waren mit durchschnittlich 72 µm Länge x 42 µm Breite
sehr weit (Abb. 4.18).
Die Zotten waren bei dem mit 12 g HS/kg Futter gefütterten Tier durchschnittlich über
400 µm lang und von gleichmäßigerer Höhe als bei den anderen beiden Tieren (Abb. 4.19).
Der Bürstensaum und das Epithel, bei dem die Epithelzellen dicht geschlossen neben-
einander lagen und das an der Zottenseite eine durchschnittliche Höhe von 44,44 µm bis
61,71 µm und an der Zottenspitze eine Höhe von durchschnittlich 57,73 µm aufwies,
waren sehr gut ausgebildet. Der Bürstensaum, mit einer über die elektronenmikroskopisch
angefertigten Bilder und die Bildanalyse ermittelten Höhe von 0,83 µm bis 0,98 µm, ließ
sich über dem Epithel deutlich als breiter Saum erkennen. Dem Anschein nach war die
Zahl der Becherzellen höher als bei dem Kontrolltier und dem mit 4 g HS/kg Futter
gefütterten Tier. Dieser Befund konnte mit Hilfe der später durchgeführten Alcianblau-
Hämatoxylin- und der Alcianblau-PAS-Färbung bestätigt werden. Die Lymphgefäße in der
Zottenmitte waren mit durchschnittlich 85 µm Länge x 37 µm Breite ebenfalls weit
(Abb. 4.20).
Bei diesem Versuch könnte die unterschiedliche Ausprägung von Bürstensaum und Epithel
auf eine vorangegangene Salmonelleninfektion, die Schäden an der physiologischen
Schleimhaut setzt, zurückzuführen sein. Unterstützt wird diese Annahme durch das
Verenden eines Tieres aus der mit 12 g HS/kg Futter gefütterten Gruppe, wobei die
Todesursache nicht näher abgeklärt wurde. Alle Tiere aus diesem Versuch wurden in
einem Stall aufgestallt, der zwar desinfiziert worden ist, in dem aber zuvor Schweine an





Versuch 2 ( Dysticum):






Die Veränderungen bei diesen Parametern waren allerdings nicht so deutlich ausgeprägt
wie beim 1. Versuch.
Die Zotten der Kontrolltiere waren mit durchschnittlich über 200 µm bis knapp 300 µm
mittellang. Lange Zotten mit über 400 µm waren selten. Der Bürstensaum war abgesehen
von wenigen zerrissenen Stellen fest mit den Enterozyten verbunden und wies bei der
Messung an der Bildanalyse eine Höhe zwischen 0,72 µm und 0,91 µm auf. Die Ver-
bindung zwischen den hochprismatischen Epithelzellen war nur selten leicht aufgelockert.
Die Enterozytenhöhe betrug an der höchsten Stelle der Zottenseite 47 µm - 56 µm und an
der tiefsten Stelle 31 µm – 38 µm. Die Messungen an der Zottenspitze ergaben mit
44 µm - 48 µm bei allen 3 Tieren einen niedrigeren Wert für die Enterozytenhöhe als an
der höchsten Stelle der Zottenseite. Eine mögliche Salmonelleninfektion als Ursache
konnte mit Hilfe der bakteriellen Untersuchung ausgeschlossen werden. Die Anzahl der
Becherzellen lag zwischen 1 – 2 Becherzellen pro 100 µm Epithellänge. Die Lymphgefäße
der Kontrolltiere wirkten mit 26 µm – 43 µm Länge x 23 µm – 47 µm Breite klein.
Bei den mit Huminsäuren gefütterten Tieren waren die Zotten mit einer Höhe von über
300 µm bis über 400 µm mittellang bis lang; kurze Zotten traten bei keinem der Tiere auf.
Das Epithel und der Bürstensaum waren bei diesen Tieren bis auf kleinere Auflockerungen
bzw. Zerreißungen weitestgehend intakt, was vor allem für die Tiere mit den Ohrmarken
391, 378 und 000 zutraf. Bürstensaum und Epithel waren gegenüber den Kontrolltieren
subjektiv besser erhalten. Die über die elektronenmikroskopischen Bilder und die
Bildanalyse ermittelte Höhe des Bürstensaums lag bei 0,89 µm bis 1,06 µm. Die
Enterozytenhöhe betrug an der Zottenseite 33 µm - 47 µm an der tiefsten und 50 µm -
62 µm an der höchsten Stelle. Die Epithelzellen bei den 8 Versuchstieren hatten an der
Zottenspitze eine Höhe von 52 µm - 73 µm, so dass mit Ausnahme des Tieres mit der
Ohrmarke 363 bei allen anderen Versuchstieren die Enterozytenhöhe an der Zottenspitze
höher war als an der Zottenseite. Diese Tatsache und die bakterielle Untersuchung
sprechen für eine salmonellenfreie Aufzucht der Versuchstiere. Die Anzahl der
Becherzellen lag mit 3 - 6 Becherzellen pro 100 µm Epithellänge deutlich höher als bei den
Kontrolltieren. Die Lymphgefäßweite war mit durchschnittlich 39,4 µm - 147,86 µm Länge
x 36,36 µm - 73,68 µm Breite deutlich größer als bei den Kontrolltieren dieses Versuchs.
Im Vergleich zu den mit aktivierten Huminsäuren gefütterten Tieren waren sie gleich weit
bzw. weiter.
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4.1.3 Lichtmikroskopische Befunde der Alcianblau-Hämatoxylin- und der Alcianblau-
PAS gefärbten Schnitte
Bei diesen beiden Färbungen waren die Becherzellen besonders gut sichtbar. Die
Alcianblau-Hämatoxylin-Färbung färbte die Becherzellen hellblau an, so dass die
Huminsäuren in den Becherzellen gut zu sehen waren, während die anderen Zellstrukturen
violett angefärbt waren und somit die einzelnen Huminsäurepartikel teilweise überdeckt
wurden. Bei der Alcianblau-PAS-Färbung hingegen waren die Becherzellen rosa bis stark
violett angefärbt, so dass die Huminsäuren nicht in den Becherzellen zu erkennen waren.
Dafür ließen sich die schwarzen Partikel im ungefärbten umgebenden Gewebe gut
darstellen. Diese beiden Färbungen wurden aus zwei Gründen gemacht:
1. Um den bei den ungefärbten Schnitten entstandenen Verdacht, die Huminsäuren lägen
in den Becherzellen, abzuklären und zu bestätigen und
2. um die bei der HE-Färbung vermutete unterschiedliche Becherzellanzahl zu ermitteln.
Versuch 1 ( aktivierte Huminsäuren ):
Bei dem Kontrolltier waren sowohl die Becherzellen, als auch das restliche Darmgewebe
frei von Huminsäurepartikeln (Abb. 4.21). Auffällig schien, dass bei diesem Tier weniger
Becherzellen im Epithel zu finden waren als bei dem mit 12 g HS/kg Futter huminsäure-
gefütterten Tier. Die mit Hilfe der Bildanalyse durchgeführte Zählung ergab
durchschnittlich 2 Becherzellen pro 100 µm Epithellänge (1 - 4 Becherzellen /100 µm
Epithellänge) (Abb. 4.22).
Bei den mit Huminsäuren gefütterten Tieren konnten Huminsäuren sowohl in den Becher-
zellen als auch im umliegenden Gewebe gefunden werden. Bei den ungefärbten Schnitten
lagen die Huminsäuren im Zytoplasma der Enterozyten oder in Zellen der Lamina propria
mucosae, der Tela submucosa und der Tunica muscularis und schienen in kleinen
Vakuolen eingeschlossen zu sein. In der Alcianblau-Hämatoxylin-Färbung waren die
Huminsäuren dem Becherzellrand angelagert, oder es fanden sich kleinere schwarze
Brocken im Becherzelllumen. Die schwarz gefärbten Huminsäurepartikel ähnelten dabei
stark den färbungsbedingten Halbkreisen am Becherzellrand, mit denen sie nicht
verwechselt werden durften (Abb. 4.23).
Da die Becherzellen in den Krypten gebildet werden und die Alcianblau-Hämatoxylin-
Färbung die neu gebildeten Becherzellen ebenfalls anfärbt, wurde die oben beschriebene
Verteilung der Huminsäuren in den Becherzellen der Krypten wiedergefunden. Bei dieser
Färbung konnten die Huminsäuren oftmals auf der Schleimhautoberfläche gesehen werden,
so dass ihnen eine schleimhautabdeckende Wirkung zugesprochen werden kann, die sich
allerdings nur auf einzelne Darmabschnitte beschränkte und nicht kontinuierlich über das
gesamte Darmepithel wahrnehmbar war (Abb. 4.24).
Bei der Alcianblau-PAS-Färbung konnten bei dem Kontrolltier weder in den basalen
Anteilen der Becherzellen (Stiel) noch im Gewebe der Lamina propria mucosae





Dies änderte sich bei den mit Huminsäuren gefütterten Tieren. Dort waren in den basal
schmal auslaufenden Abschnitten der Becherzellen Huminsäurepartikel zu finden, die
schwer von einzelnen Farbüberlagerungen zu trennen waren. Im Gegensatz zur Alcianblau-
Hämatoxylin-Färbung waren hier unterschiedlich viele Huminsäuren im Zytoplasma von
Zellen der Lamina propria mucosae bzw. tiefer liegenden Gewebeanteilen, wie der Tela
submucosa oder der Tunica muscularis, zu lokalisieren (Abb. 4.26).
Auffällig war auch die unterschiedlich hohe Verteilung der Huminsäurepartikel von Schnitt
zu Schnitt oder sogar im Schnitt selbst, wie sie schon unter Punkt 4.1.1 beschrieben
worden ist. Es waren zudem mehr Huminsäuren in den basal schmal auslaufenden Anteilen
der Becherzellen zu finden, je mehr Huminsäuren im umliegenden Gewebe lagen. Im
Vergleich zum Kontrolltier konnten bei dem mit 4 g HS/kg Futter gefütterten Tier mit
durchschnittlich 1,62 Becherzellen pro 100 µm Epithellänge (1 - 3 Becherzellen/100 µm
Epithellänge) ähnlich viele Becherzellen gezählt werden. Dagegen lag bei dem mit
12 g HS/kg Futter gefütterten Tier die Anzahl der Becherzellen mit durchschnittlich
4,75 Becherzellen pro 100 µm Epithellänge (4 - 6 Becherzellen/100 µm Epithellänge)
deutlich höher.
Versuch 2 ( Dysticum):
Die 3 Kontrolltiere waren sowohl in den Becherzellen als auch im restlichen Darmgewebe
frei von Huminsäurepartikeln.
Auch bei diesem Versuch konnten bei den ungefärbten Schnitten die Huminsäuren erst bei
stärkeren Vergrößerungen detektiert werden.
Die Alcianblau-Hämatoxylin-Färbung und die Alcianblau-PAS-Färbung erbrachten
dieselben Lokalisationsstellen für die Huminsäuren wie im 1. Versuch. Die Partikelgröße
der Huminsäuren lag nach Auswertung der elektronenmikroskopischen Bilder mit Hilfe der
Bildanalyse zwischen 0,05 µm x 0,04 µm und maximal 0,08 µm x 0,08 µm. Es ergab sich
außerdem der Eindruck, dass die Huminsäuren seltener als beim 1. Versuch in den Becher-
zellen zu finden waren. Da die Hämatoxylinfarbe bei der Alcianblau-Hämatoxylin-Färbung
sehr stark war, wurde die Detektion der Partikel so erschwert, dass eine Auswertung der
Huminsäuren im Gewebe bei dieser Färbung entfallen mußte. Die bei dieser Färbung
ermittelte Anzahl an Becherzellen lag bei den 8 Versuchstieren im Durchschnitt zwischen
3,0 - 4,8 Becherzellen pro 100 µm Epithellänge (2 - 6 Becherzellen/100 µm Epithellänge).
4.1.4 Lichtmikroskopische Befunde der ungefärbten Semidünnschnitte
In diesen deutlich kleineren Schnitten ließ sich die Struktur der Zotten und ein kleiner Teil
der Lamina propria mucosae mit Hilfe der Interferenz-Phasenkontrast-Technik (Nomarski-
Optik) sehr gut verfolgen.
Bemerkenswert war, dass beim Schneiden am Ultramikrotom bei den mit Huminsäuren
gefütterten Tieren im Wasser kleine schwarze Partikel zu finden waren. Bei diesen
Partikeln handelt es sich mit Sicherheit nicht um Schmutz- oder Staubpartikel, weil in das
Auffangbecken des Ultramikrotoms nur durch einen Spritzenfilter gelaufenes destilliertes
Wasser eingefüllt wurde. Diese schwarzen Partikel waren besonders deutlich bei den
aktivierten Huminsäuren zu sehen und fehlten bei den Kontrolltieren vollständig.
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Versuch 1 ( aktivierte Huminsäuren ):
Bei dem Kontrolltier waren sowohl die Becherzellen als auch die Enterozyten und das
tiefer liegende Darmgewebe frei von schwarzen Huminsäurepartikeln (Abb. 4.27 und
Abb. 4.28).
Bei den mit Huminsäuren gefütterten Tieren waren schwarze Partikel vor allem in den
Becherzellen, in geringerem Umfang aber auch im tiefer liegenden Darmgewebe zu finden.
Die Anzahl dieser Huminsäurepartikel war bei dem mit 12 g HS/kg Futter gefütterten Tier
höher. Dies würde mit der an den ungefärbten Schnitten ermittelten Huminsäureanzahl
korrelieren und auf eine stärkere Resorption bei höherer Applikation (siehe Punkt 4.1.1)
hindeuten (Abb. 4.29, Abb. 4.30, Abb. 4.31 und Abb. 4.32).
Versuch 2 ( Dysticum):
Bei den 3 Kontrolltieren des Dysticum-Versuchs konnten ebenfalls keine
Huminsäurepartikel nachgewiesen werden.
Bei den mit Dysticum gefütterten Tieren konnten wie im 1. Versuch Huminsäurepartikel in
den Becherzellen und vereinzelt auch im tiefer liegenden Gewebe belegt werden, obwohl
dies im Vergleich zum 1. Versuch deutlich seltener der Fall war. Außerdem hatten die
Huminsäurepartikel eine hellere Farbe und konnten erst bei nächst stärkeren
Vergrößerungen als die aktivierten Huminsäuren gesehen werden. Der Grund hierfür lag in
der kleineren Größe der synthetisch hergestellten Huminsäuren (Aggregatgröße der
Huminsäuren zwischen 0,3 µm x 0,26 µm und 0,5 µm x 0,34 µm; Dysticum zwischen
0,15 µm x 0,14 µm und 0,33 µm x 0,26 µm) und der im Elektronenmikroskop
festgestellten feineren Struktur der Granula.
4.1.5 Lichtmikroskopische Befunde der Toluidinblau gefärbten Schnitte
Bei der Toluidinblaufärbung ist das Gewebe durch die Färbung deutlicher mit seinen
einzelnen Strukturen zu erkennen. Zudem wurde diese Färbung gewählt, weil sie schon in
der Literatur bei der Darstellung von Huminsäuren angewandt worden ist (Stein 1994).
Versuch 1 ( aktivierte Huminsäuren ):
Hier waren trotz Filtrierens der Färbelösung schwarze Partikel beim Kontrolltier zu finden,
die somit unter Heranziehung der Schnitte aus den anderen Färbungen als färbungsbedingt
angesehen werden können. Aus diesem Grund wurde die Färbung bei den nächsten







In die elektronenmikroskopische Analyse wurden insbesondere die Enterozyten mit ihren
Mikrovilli, die Becherzellen und die Lamina propria mucosae einbezogen. Dies war auf
Grund der vorangegangenen lichtmikroskopischen Untersuchungen sinnvoll.
Versuch 1 ( aktivierte Huminsäuren ):
Bei dem Kontrolltier waren in allen Schnitten keine Huminsäuregranula zu finden.
Außerdem konnte bei den elektronenmikroskopischen Aufnahmen der bei der
Hämatoxylin-Eosin-Färbung festgestellte schlechte Erhalt des Bürstensaums, für den
wahrscheinlich eine Salomonelleninfektion als Ursache anzusehen ist, bestätigt werden.
Die Enterozytenhöhe betrug an den geschädigten Stellen durchschnittlich 0,37 µm
(Abb. 4.35 und Abb. 4.36).
Bei den mit Huminsäuren gefütterten Tieren konnten Huminsäurepartikel in Form von
0,03 µm - 0,07 µm großen, runden, kompakten und elektronendichten Partikeln vor allem
im Mikrovillisaum und über den Becherzellöffnungen gefunden werden (Abb. 4.37). Bei
der Betrachtung der Schnitte fiel auf, dass sich oftmals kleine Löcher mit einer Größe
zwischen 0,22 µm x 0,22 µm und 0,98 µm x 1,06 µm in den Becherzellen befanden, die
teilweise von einem schwarzen Saum umrandet waren (Abb. 4.38). Schenkt man der
Tatsache Beachtung, dass nur bei diesen beiden Tieren wie bei den Semidünnschnitten
kleine schwarze Partikel im Schneidebecken des Ultramikrotoms schwammen, liegt die
Vermutung nahe, dass Huminsäurepartikel aus den Becherzellen beim Schneidevorgang
herausgebrochen sind. Aus dem Schneidebecken aufgefangene Partikel wiesen unter dem
Elektronenmikroskop eine Größe von 0,12 µm x 0,12 µm und 0,23 µm x 0,23 µm auf, so
dass sie in die Löcher der Becherzellen passen können. Die Vermutung, dass es sich bei
diesen Partikeln um Huminsäuren handelt, wird noch durch die stark erhöhte Abnutzung
des Diamanten beim Schneiden unterstützt. Schmutzpartikel können als Ursache
ausgeschlossen werden, da das destillierte Wasser wie bei den Semidünnschnitten durch
einen Spritzenfilter geleitet worden ist. Diese schwarzen Partikel waren bei dem
Kontrolltier nicht zu finden.
Vereinzelt wurden Huminsäuren am inneren Rand der Becherzellen und in den Enterozyten
gesehen. Die Huminsäuren in den Enterozyten wiesen eine sehr charakteristische Struktur
auf: sie setzten sich aus vielen kleinen, runden, elektronendichten Granula, die eine Größe
von 0,01 µm hatten, zusammen (Abb. 4.39 und Abb. 4.40).
Bei dem mit 12 g HS/kg Futter gefütterten Tier schien die Verteilungsrate der
Huminsäurepartikel höher zu sein. Der Bürstensaum war mit einer Höhe zwischen 0,83 µm





Versuch 2 ( Dysticum):
Die Kontrolltiere waren bis auf eine Ausnahme frei von Huminsäurepartikeln. Bei dem
Kontrolltier K4 konnten am Übergang zwischen Magen und Duodenum vereinzelte
Huminsäurepartikel gefunden werden. Diese können aus dem pelletierten Futter oder aus
der natürlichen Umwelt des Ferkels stammen, da Huminsäuren zu den Naturstoffen zählen
und auch bei Erhitzungsprozessen entstehen können. Der Bürstensaum und das Epithel
waren gut erhalten (Abb. 4.41). Die Becherzellen in den verschiedenen Sekretionsstadien
wie auch das Gewebe in unmittelbarer Nähe von Lymph- und Blutgefäßen waren frei von
Huminsäureeinschlüssen (Abb. 4.42, Abb. 4.43, Abb. 4.44 und Abb. 4.45).
In der Huminsäuregruppe wurden wie beim 1. Versuch kleine schwarze Partikel im
destillierten Wasser des Schneidebeckens vom Ultramikrotom gefunden.
Bei den Ferkeln der Huminsäuregruppe zeigte sich auf ultrastruktureller Ebene ein etwas
anderes Bild als im 1. Versuch. Es fanden sich keine Huminsäuren auf bzw. im
Mikrovillibereich. Die Verteilungsrate ist deutlich höher als bei den aktivierten
Huminsäuren, so dass mehrere Stellen im Duodenum zu finden waren, die große Mengen
Huminsäuren in den Enterozyten eingelagert hatten (Abb. 4.46). Die Becherzellen wiesen
keine „Löcher“ auf und waren bis auf eine einzige sekretspeichernde Becherzelle frei von
Huminsäurepartikeln (Abb. 4.47). Bei dem Tier mit der Ohrmarke 353 konnten
Huminsäuren in einer wahrscheinlich degenerierenden Becherzelle zusammen mit anderen
Zellbestandteilen dokumentiert werden. Huminsäurepartikel waren auch in den der
Becherzelle benachbarten Enterozyten lokalisiert (Abb. 4.48). Bei einer quer geschnittenen
Becherzelle ließen sich in Vakuolen eingeschlossene Huminsäurepartikel darstellen. Diese
Beobachtung läßt auf eine Resorption der Huminsäuren durch die Becherzelle schließen
(Abb. 4.49).
In Abb. 4.50 sind Huminsäuregranula in einer GOLGI-Vakuole zu sehen. Diese Vakuolen
enthalten die fertigen Syntheseprodukte, die in Zusammenarbeit mit dem
endoplasmatischen Retikulum gebildet wurden. Die Syntheseprodukte wie Sekrete,
Antikörper oder Interzellularsubstanzen, werden über die GOLGI-Zisternen in die
GOLGI-Vakuolen abgegeben. Durch Vesikulation erfolgt eine Abnabelung in die
membranumhüllten Sekretgranula, die auch als GOLGI-Vesikel bezeichnet werden
(Abb. 4.51). Die Syntheseprodukte werden entweder in den Sekretgranula gespeichert oder
gelangen durch das Zytoplasma zum Extrusionsort, von wo aus sie in das Darmlumen
ausgestoßen werden.
Im Bereich des Überganges zwischen Epithel und Lamina propria mucosae ließen sich
folgende Befunde erheben:
Huminsäuren lagen aufgespalten in kleinste Partikel in der Nähe von Abwehrzellen
(Abb. 4.52). In einem Fall konnten Huminsäuren in einem Heterophagosom gesehen
werden (Abb. 4.53). Weitere Lokalisationsstellen für Huminsäurepartikel sind APUD- und
PANETH-Zellen (Abb. 4.54 und Abb. 4.55).
In der Lamina propria mucosae lagen die Huminsäuren mehr oder weniger dicht in kleinen
runden bis ovalen Vesikeln am Gefäßrand (Abb. 4.56 und Abb. 4.57). Es bestand eine enge
Assoziation zu Lymphozyten in den Blutgefäßen. Für Huminsäuren, die an Lymphozyten
gebunden erschienen, konnte eine Größe von 0,06 µm ermittelt werden. Außerdem











Ziel der Arbeit war es, Huminsäurepartikel nach oraler Aufnahme in der duodenalen
Darmwand des Schweins licht- und ultrastrukturell nachzuweisen. Auf diese Weise sollte
eine Aussage über eine mögliche Resorption aus dem Darmlumen gemacht werden.
Verschiedene duodenale Darmabschnitte von 14 Läuferschweinen wurden in
3 Versuchsreihen licht- und elektronenmikroskopisch untersucht, um diese Fragestellung
beantworten zu können. Die Versuchstiere erhielten im 1. Versuch aktivierte Huminsäuren
(Dosierung: 0 g, 4 g und 12 g pro kg Futter) über 4 Wochen und im 2. Versuch das
Medikament „Dysticum“ (Dosierung: 0 g und 10 g pro kg Futter). Der 3. Versuch
beinhaltete eine Kontrollfütterung für die mit „Dysticum“ gefütterte Versuchsgruppe. Die
Wirkungsweisen der Huminsäuren beruhen auf einer Regulation der Darmflora und einer
Stoffwechselstabilisierung, sowie einer schleimhautabdeckenden, adstringierenden,
antibakteriellen, viruziden, antiphlogistischen, antiresorptiven, adsorptiven, paramuno-
logischen und antineoplastischen Wirkung. Hinzu kommen eine schnellere Wundheilung
und ein ergotroper Effekt (STEIN 1994; WIESNER u. RIBBECK 2000).
Folgende Färbungen und Schnittdicken wurden nach der Probenentnahme angewandt:
Ungefärbte 8 µm dicke Schnitte, Hämatoxylin-Eosin-Färbung, Alcianblau-Hämatoxylin-
Färbung, Alcianblau-PAS-Färbung, ungefärbte Semidünnschnitte, Toluidinblau gefärbte
Semidünnschnitte und Ultradünnschnitte. Über die Bildanalyse konnten die Anzahl der
Huminsäurepartikel/0,01 mm2, die Anzahl der Becherzellen/100 µm Epithellänge, die
Zottenlänge, die Epithelhöhe, die Lymphgefäßweite, die Mikrovillihöhe und die einzelnen
Huminsäurepartikel semiquantitativ bestimmt werden.
5.1 Stand der Forschung und kritische Betrachtung der Untersuchungen
Die Frage nach dem Resorptionsverhalten von Huminsäuren im Darm wurde bereits bei
verschiedenen Spezies mit unterschiedlichen Methoden untersucht. ROCHUS (1977,
1981 b) führte Messungen am isolierten Rattendarm durch, mit deren Hilfe er eine
Resorptionsrate von 0,2 bis 2 % ermittelte. KÜHNERT (1979), BODE (1983), GOLBS
(1983) und FUCHS (1988) ermittelten mit der gleichen Meßmethode bei der Ratte
Resorptionswerte unter 0,1 %. LANGE et al. (1996) wiesen bei der gleichen Spezies nach
oraler Applikation von radiomarkierten 14C–Huminsäuren eine resorbierte Menge von
0,056 % der eingesetzten Dosis im Blut nach. Einen weiteren Hinweis für die intestinale
Aufnahme von Huminsäuren erbrachten GARLT et al. (1970), indem sie oral verabreichte
Huminsäuren im Kaninchenharn nachweisen konnten. STEIN (1994) konnte ebenfalls bei
der Ratte Huminsäurepartikel lichtmikroskopisch an Toluidinblau gefärbten Paraffin-
schnitten darstellen. Auf Grund dieser geringen Resorptionsrate wurde eine Rückstands-
bildung von oral verabreichten Huminsäuren im tierischen Organismus ausgeschlossen
(KÜHNERT et al. 1989; STEIN 1994; KÜHNERT et al. 1994; LANGE et al. 1996;
Produktinformation des PHARMAWERKS WEINBÖHLA 2000).
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Untersuchungen zum Resorptionsverhalten von Huminsäuren beim Schwein fehlen jedoch
vollständig. Rückstandsuntersuchungen für dieses lebensmittelliefernde Tier sind insofern
von Bedeutung, als der gesundheitliche Verbraucherschutz in der heutigen Zeit durch
verschärfte Gesetze verstärkt wird. Der Irreführung des Verbrauchers, wie es in der
heutigen Zeit der BSE-Erkrankungen bei Rindern geschieht, muß Einhalt geboten werden.
Aus diesen Gründen wurde das Schwein für die Fütterungsversuche dieser Arbeit
ausgewählt. Um alters- oder stoffwechselbedingte Schwankungen in der Resorptionsrate
ausschließen zu können, hatten die Schweine ein einheitliches Alter von 4 Wochen und
eine nahezu gleiche Lebendmasse bei Versuchsbeginn.
Die höchsten Resorptionsraten für Nahrungsbestandteile werden im Dünndarm erreicht
(PFEFFER 1987; ROCHUS 1977; GOLBS 1983). Aus diesem Grund und weil der
Hauptwirkungsort für Huminsäuren neben dem Caecum im Duodenum zu liegen scheint
(STEIN 1994; ABEL et al. 1995), wurde dieser Darmabschnitt als Untersuchungsmaterial
gewählt. In den eigenen Untersuchungen unterlag die inhomogene Verteilung der Humin-
säurepartikel in der Darmwand keiner longitudinalen Resorptionsschwankung. Dies konnte
über eine Auswertung der an definierten Lokalisationsstellen entnommenen Proben
sichergestellt werden.
Diese Dissertation ist die einzige ausführliche Arbeit, die sich mit der licht- und
elektronenmikroskopischen Darstellung von Huminsäurepartikeln im Darm beschäftigt.
Deswegen ist ein Vergleich der angewandten Methodik mit anderen in der Literatur
beschriebenen Methoden nur schwer bzw. gar nicht möglich.
Mit Hilfe der verschiedenen Färbungen in der lichtmikroskopischen Untersuchung konnte
die unterschiedliche Lokalisation der Huminsäuren in der duodenalen Darmwand gezeigt
werden.
In den ungefärbten Paraffinschnitten war der Aufbau der Darmwand schlechter zu
verfolgen, die Lokalisation der Huminsäurepartikel wurde dagegen durch ihre schwarze
Farbe eindrucksvoll sicht- und dokumentierbar. Diese Methode der Darstellung von
Huminsäuren im Darm ist bis jetzt nicht in der einschlägigen Literatur beschrieben worden.
Bei der Hämatoxylin–Eosin–Färbung wurden zwar die einzelnen Huminsäurepartikel
überfärbt, die Struktur des Epithels mit seinem Bürstensaum und den integrierten
Becherzellen einschließlich der Zotten mit ihren zentral gelegenen Lymphgefäßen konnte
jedoch effektiv dargestellt werden. Die Beurteilung der einzelnen Parameter (Anzahl der
Abwehrzellen, Blut- und Lymphgefäßweite, Bürstensaumhöhe, Intaktheit des Epithels,
Anzahl der Becherzellen, Zottenlänge und die Struktur der Krypten und der Tela
submucosa) erfolgte subjektiv und ist deshalb gewissen Schwankungen unterlegen; um die
morphologischen Veränderungen an der Darmwand zu dokumentieren, erschienen sie
jedoch adäquat. Die Zottenlänge, Epithelhöhe und Lymphgefäßweite wurden
semiquantitativ über Messungen mit der Bildanalyse präzisiert. Mit Hilfe der Alcianblau-
Hämatoxylin-Färbung, in der Literatur gleichfalls nicht für die Darstellung der
Huminsäuren verwandt, wurde der bei der Auswertung der ungefärbten Paraffinschnitte
entstandene Verdacht, dass die Huminsäurepartikel im Becherzelllumen lokalisiert sind,
bewiesen. Unter Verwendung der Alcianblau-PAS-Färbung, die ebenfalls nicht in der
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Literatur für die Darstellung von Huminsäuren in der Darmwand aufgeführt ist, ließ sich
sogar die Lage der Huminsäurepartikel in den basalen Anteilen der Becherzellen, den
Stielen, belegen. Mit Unterstützung der Bildanalyse konnte anhand dieser Färbungen eine
Verdopplung der Becherzellanzahl bei den mit Huminsäuren gefütterten Ferkeln
festgestellt werden. Dabei wurden bei den Kontrolltieren zwischen
1 - 3 Becherzellen/100 µm Epithel gezählt, während bei den mit Huminsäuren gefütterten
Ferkeln zwischen 3 - 6 Becherzellen/100 µm Epithel ermittelt wurden.
Eine in der Literatur beschriebene Färbung für die lichtmikroskopische Darstellung der
Huminsäuren in der Darmwand ist die Toluidinblaufärbung. Mit dieser Färbung wies
STEIN (1994) granuläre Einschlüsse in den Drüsenzellen des tieferen Darmgewebes bei
Ratten nach. In den eigenen Untersuchungen stellte sie sich als völlig ungeeignet heraus.
Obgleich die gesättigte Färbelösung neu angesetzt und zusätzlich filtriert worden ist, kam
es zu Farbablagerungen bzw. Ausfällen, die bei dem Kontrolltier zu huminsäureähnlichen
Strukturen in den Schnitten führte. Die granuläre Struktur der Huminsäuren konnte erst mit
Hilfe der elektronenmikroskopischen Analyse dokumentiert werden. Lichtmikroskopisch
stellten sich die Huminsäuren als schwarze, homogene Partikel dar.
Mit der Anfertigung von ungefärbten Semidünnschnitten wurde in der Darstellung der
Huminsäuren im Gewebe Neuland betreten. Ihre Auswertung führte zum eindeutigen
Nachweis der Huminsäuren in den Becherzellen. Die Semidünnschnitte stellten zudem eine
Orientierungshilfe für die nachfolgende elektronenmikroskopische Untersuchung dar. Bei
dieser Versuchsreihe erwies sich die Eindeckung der 1 µm dicken Semidünnschnitte als
problematisch. Alle herkömmlichen Eindeckverfahren waren ungeeignet, da die
Huminsäuren durch die Lösungsmittel aus den dünnen Schnitten herausgewaschen wurden.
Deshalb wurden die Semidünnschnitten mit einem Deckgläschen versehen, das am Rand
mit Tesafilm auf dem Objektträger befestigt war, um eine Auswaschung der
Huminsäurepartikel zu verhindern. Eine Auswaschung der Huminsäuren aus den 8 µm
dicken Paraffinschnitten erfolgte auf Grund der Gewebedicke nicht.
Bei der elektronenmikroskopischen Analyse der Ultradünnschnitte wurde die Auswertung
zwar auf das Epithel und Anteile der Lamina propria mucosae beschränkt, dafür konnten
jedoch die Lokalisationsstellen der Huminsäuren und deren granuläre Struktur detailliert
dargestellt werden. Dabei handelt es sich um die ersten elektronenmikroskopischen Auf-
nahmen von Huminsäurepartikeln. Die angewandten Färbungen, die elektronen-
mikroskopische Analyse und die semiquantitative Auswertung an der Bildanalyse wurden
in der Literatur zum Nachweis von Huminsäuren im Darm noch nicht publiziert. Trotzdem
sind sie gut geeignet, resorbierte Huminsäurepartikel in der duodenalen Darmwand
darzustellen.
Bereits lichtmikroskopisch konnten in den Paraffin- und Semidünnschnitten die
Huminsäurepartikel durch ihre ausgeprägte schwarze Farbe und den engen Kontakt zu
Darmzellen von sekundären Verschmutzungen abgegrenzt werden. Ultrastrukturell ließen
sich die Huminsäurepartikel durch ihre granuläre Struktur von homogenen
Schmutzpartikeln und tannennadelförmigen Osmiumablagerungen gut differenzieren.
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5.2 Resorption
Die enteralen Resorptionswege werden für die Aufnahme von Elektrolyten, Wasser und
Nährstoffen genutzt. Sie werden in aktive, energieverbrauchende und passive Absorptions-
mechanismen gegliedert. Die wesentlichen Triebkräfte der passiven Resorptionswege sind
die Konzentrations- und Potentialdifferenzen, die in einen transmembranösen und einen
transepithelialen Gradienten unterteilt werden. Diese passiven Resorptionswege werden
durch aktive Transportmechanismen wie Carrier oder Co-Transporter ergänzt. Hoch-
molekulare Stoffe mit einem Molekulargewicht von mehreren tausend können nicht auf
diese Art resorbiert werden (ALLEN et al. 1993).
Huminsäuren mit einer Partikelgröße von mindestens 0,2 µm x 0,2 µm und einem
Molekulargewicht bis 200.000 sind für diese Resorptionswege deutlich zu groß. Als
Beispiel seien die “tight junctions“ im Jejunum angeführt, die maximal für eine Partikel-
größe von 0,8 nm durchlässig sind. Im Colon reduziert sich die resorbierbare Partikelgröße
sogar auf 0,25 nm (SCHMIDT u. THEWES 1997). Der Weg über die Pinozytose, der vor
allem von den im Kolostrum enthaltenen Immunglobulinen oder aber Proteinen genutzt
wird, entfällt für die Huminsäuren. Blieben für die Huminsäurepartikel die aktiven
Transportmechanismen wie Phagozytose und Persorption. Bei der Phagozytose vermitteln
spezifische Rezeptoren den Kontakt zwischen Makromolekül und Enterozyt. Die
Makromoleküle werden durch Invagination der Zellmembran in Vesikel eingeschlossen.
Bei ihrer Wanderung durch den Enterozyten verschmelzen sie zu größeren Vakuolen.
Angenommen, die Huminsäuren würden vom Organismus als „Nahrung“ angesehen,
würde der Vakuoleninhalt an der basolateralen Zellmembran in den Interzellularspalt
abgegeben. Bei einem Abtransport der „Nahrungsbestandteile“ über die Lymph- und Blut-
bahnen könnten die Huminsäuren nie in der Tunica muscularis erscheinen, wie es die
lichtmikroskopischen Untersuchungen sowohl für die aktivierten Huminsäuren als auch für
die Huminsäuren aus dem Medikament „Dysticum“ eindeutig bewiesen haben. Würde der
Organismus die Huminsäuren dagegen als körperfremd ansehen, würde der Vakuoleninhalt
mit Hilfe von Lysosomen neutralisiert und einer weiteren Verbreitung entzogen.
Bei der Persorption handelt es sich um eine enterale Absorption größerer im µm-Bereich
liegender suspendierter Feststoffpartikel. Die unverdauten Anteile aus dem Nahrungsbrei
werden von Enterozyten aufgenommen und über Blut- und Lymphgefäße direkt vom
subepithelialen Bereich entfernt. Sie tauchen danach zwar wieder in Urin, Galle, Cerebro-
spinalflüssigkeit, Alveolarlumen, Interperitonealraum, Kolostralmilch und transplazentar
im fetalen Blutstrom auf (VOLKHEIMER 1993), eine Einlagerung in die Darmmuskulatur
oder in die Becherzellen des Duodenums wird dagegen nicht beschrieben. Zudem konnten
FRASER et al. (1995) beim Menschen keine Penetration von Ranitidin-Wismutcitrat-
partikeln, beides Medikamente, die beim Menschen und beim Hund zur Hemmung der
Magensekretion und Behandlung von rezidivierenden Gastritiden sowie Magen- und
Duodenalulzera eingesetzt werden (UNGEMACH 1999), über den Weg der Persorption im
Magen oder Duodenum beobachten.
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Die in den Becherzellen lokalisierten Huminsäurepartikel lassen sich ebenfalls nicht mit
Hilfe von Resorptionsmechanismen erklären. Abgesehen davon, dass die Huminsäure-
partikel gegen den Sekretstrom in die Becherzelle gelangen müßten, finden sich in der
Literatur keinerlei Angaben über resorptive Aufgaben der Becherzellen. Die Schleim-
produktion der Becherzelle soll nach Untersuchungen bei der Ratte und beim Schwein eine
Absorption von Makromolekülen verhindern und die Diffusion von niedermolekularen
Verbindungen regulieren (FORSTER et al. 1982; SAKATA u. VON ENGELHARDT
1979; FLEMSTRÖM et al. 1999).
Die semiquantitativ ermittelte vermehrte Resorption von Huminsäurepartikeln nach
Dysticumfütterung wirft mehrere Fragen auf. Die erhöhte Einlagerung der Huminsäuren
aus dem Medikament Dysticum in die Darmwand könnte zwar mit einer geringeren
Molekülgröße erklärt werden. Bliebe aber die Frage, warum keinerlei Huminsäurepartikel
im Bürstensaum zu finden sind, obwohl die Versuchstiere bis zum letzten Tag
huminsäurehaltiges Futter erhielten. Eine mögliche Ursache könnte eine Auswaschung
während der Einbettung sein. In den verschiedenen Einbettungsschritten kommen die
Proben über einen langen Zeitraum mit unterschiedlichen Lösungsmitteln in Kontakt, die
eine Lösung der Huminsäurepartikel aus dem Bürstensaum bewirken könnten. Daraus
würde sich folgende weitere Frage ergeben: Warum werden die Huminsäuren des
Dysticum-Versuchs ausgewaschen, während die aktivierten Huminsäuren des 1. Versuchs
im Bürstensaum liegen bleiben?
Diese offenen Fragen lassen eine Resorption der Huminsäuren über das Epithel unwahr-
scheinlich erscheinen. Ein Lösungsansatz, auf welchem Weg die Huminsäurepartikel in die
Darmwand gelangen könnten, wäre die Aufnahme über die M-Zellen des Domepithels.
5.3 Möglicher Resorptionsmechanismus
Die in der duodenalen Darmwand lokalisierten Huminsäurepartikel sowie resorbierte
Stärke- und Holzkohlepartikel aus Versuchen an Ratten, Meerschweinchen, Hunden und
Schweinen (HIRSCH 1906; VERZAR 1911; VOLKHEIMER 1974) stellen die Frage nach
anderen Resorptionswegen für körperfremde Stoffe. Die in Jejunum und Ileum
vorkommenden M-Zellen scheinen hier als möglicher Transportmechanismus für
Makromoleküle zu agieren. Für Latexpartikel (Größe 0,5 – 1 µm), Pollen (Größe 15 µm)
und Sporen (Größe 35 µm) konnte bereits an ligierten Jejunumschlingen der Ratte
ultrastrukturell der Beweis erbracht werden, dass sie über M-Zellen aufgenommen werden
(SASS et al. 1987). Mit einer in den eigenen Versuchen ermittelten Größe von 0,2 µm x
0,2 µm bis maximal 0,5 µm x 0,34 µm, gemessen in der Lamina propria mucosae des
Duodenums, könnten die Huminsäuren ohne weiteres über die M-Zellen in den
Organismus gelangen. Der Nachweis für die Aufnahme von Huminsäuren über die
M-Zellen wäre in weiteren Versuchen zu erbringen, da in den eigenen Versuchen nur das
Duodenum untersucht worden ist. Die physiologische Aufnahme von Mikroorganismen
und Makromolekülen über diese im follikelassoziierten Epithel lokalisierten Zellen ist
schon längere Zeit bekannt (GEBBERS u. LAISSUE 1989; KATO u. OWEN 1994), so
dass eine Resorption der Huminsäuren auf diesem Weg nicht unmöglich erscheint.
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Mit Hilfe der Transzytose könnten die Huminsäuren in kleinen Vesikeln auf die andere
Seite der M-Zelle gelangen, um dort den Lymphozyten durch dendritische Zellen
präsentiert zu werden. Dieser Aufnahmemechanismus einschließlich der Präsentation durch
die dendritischen Zellen ist bereits für verschiedene Antigene, wie z. B. Salmonellen,
beschrieben worden (KAGNOFF 1993; PAVLI et al. 1993; GEBERT et al. 1996; ALTER
1999). Die mit dem Antigen beladenen B-Lymphozyten wandern über die efferenten
Lymphgefäße zum drainierenden Lymphknoten. Dort reifen sie zu B- oder Plasmazellen
heran (MCDERMOTT u. BIENENSTOCK 1979; BIEWENGA et al. 1993) und werden
beim Schwein unter Umgehung des Ductus thoracicus direkt in die Blutbahn abgegeben
(PABST u. BINNS 1989). Dieser Abschnitt der Immunreaktion läßt sich in den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit nachvollziehen. Elektronenmikroskopisch lassen sich
Huminsäurepartikel in den Blut- und Lymphgefäßen der mit „Dysticum“ gefütterten Tiere
finden. Dabei scheinen die Huminsäuren des „Dysticums“ teilweise an Lymphozyten
gebunden zu sein. Diese an die Lymphozyten gebundenen Huminsäurepartikel haben eine
an der Bildanalyse ermittelte Größe von ca. 0,06 µm. In der Literatur wird der weitere Weg
der Immunzellen folgendermaßen beschrieben. Die B- und Plasmazellen werden über die
Blutbahn im gesamten Körper verteilt und erreichen nach 4 - 6 Tagen über sogenannte
“homing-Rezeptoren“ die Tunica mucosa von Darm (LANWEHR 1998; ALTER 1999),
Respirations- und Genitaltrakt (DUIJVENSTIJN u. HAMANN 1989; SAIF 1996).
Zusätzlich lassen sie sich in Speichel, Tränenflüssigkeit und laktierender Milchdrüse nach-
weisen. Die Wanderung und Einlagerung der B- und Plasmazellen in die Lamina propria
mucosae (BUTLER et al. 1981; BRANDTZAEG et al. 1989; PICKER 1994) läßt sich
anhand der gebundenen Huminsäurepartikel sehr gut darstellen. Massenhaft liegen Humin-
säurepartikel als Aggregation vieler 0,01 µm großer Granula in der Lamina propria
mucosae, was vor allem im 2. Versuch (Dysticum) besonders anschaulich ist. Diese
Lokalisationsstelle entspricht der bei ähnlichen Versuchen mit Kohlepartikeln oder
Meerrettichperoxidase festgestellten Lokalisation von Makromolekülen (CORNELL et al.
1971; WARSHAW et al. 1971; OWEN 1977). Das Auftauchen der über M-Zellen auf-
genommenen Makromoleküle in den verschiedenen Geweben, wie PEYER-Platten,
Makrophagen, mesenteriale Lymphknoten, Leber, Lunge, Tunica mucosa, intestinale
Lymphgefäße, Ductus thoracicus und Portalblut (CORNELL et al. 1971; WARSHAW et
al. 1971; OWEN 1977; SASS et al. 1987; LE FEVRE et al. 1989) spricht für eine enge
Bindung der als Antigen wirkenden Substanzen an die B-Lymphozyten bzw. B- und
Plasmazellen. Der Verbleib der Antigene nach dem Transport durch die M-Zellen und
Aufnahme durch die B-Lymphozyten wird in der Literatur aber nicht beschrieben.
Die B-Zellen in der Lamina propria mucosae beginnen nach Antigenkontakt mit der Anti-
körperproduktion (PICKER 1994), die sich vor allem auf die Ig A–Produktion konzentriert
(LANWEHR 1998; ALTER 1999). Das entstandene dimere Ig A diffundiert durch die
Lamina propria mucosae, überwindet die Basalmembran (McNABB u. TOMASI 1981;
KRAEHENBUHL u. NEUTRA 1992; GASKINS 1996; ALTER 1999) und wird nach
Bindung der “sekretorischen Komponente“ über die Enterozyten, die Becherzellen und den
Interzellularspalt in das Darmlumen abgegeben (KRAEHENBUHL et al. 1995; ALTER
1999). Dabei spielt die Ausschüttung von Immunglobulinen vom Ig A-Typ eine wichtige
Rolle im Abwehrsystem des Darms (FORSTER et al. 1982; KLEIN 1991).
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Aktivierte wie auch „Dysticum“-Huminsäuren lassen sich nach oraler Aufnahme in den
duodenalen Enterozyten und Becherzellen wiederfinden. CORNELL et al. (1971) berichten
bei ihren Versuchen an abgebundenen Jejunum- und Ileumabschnitten der Ratte von in
Vakuolen eingeschlossener Meerrettichperoxidase in den Enterozyten, die sie nach oraler
Applikation derselben dort entdeckten. In Vakuolen eingeschlossene Substanzen wurden
ebenfalls bei den Huminsäureversuchen in den Enterozyten gefunden. Ob die Huminsäuren
diesen Weg gebunden an das Ig A als Antigen-Antikörper-Komplex nehmen, bleibt eine
Vermutung, obgleich OWEN (1977) in verschiedene Darmabschnitte der Maus applizierte
Meerrettichperoxidase sowohl in den Enterozyten als auch im Interzellularspalt nachweisen
konnte. Auf diese Art könnte allerdings eine Elimination der Antigene bzw. Huminsäuren
aus dem Körper erfolgen. KLEIN (1999) beschreibt eine mögliche Ursache, warum
kommensale Mikroorganismen nicht über die M-Zellen aufgenommen werden. Durch
bestimmte Antikörper wird eine Anlagerung der Mikroorganismen an die Bindungsstelle
der M-Zelle verhindert. Dieser Mechanismus könnte eine erneute Aufnahme des Antigens
bzw. der Huminsäuren verhindern, da durch die ins Darmlumen abgegebenen Antikörper
Antigen-Antikörper-Komplexe entstehen bzw. die in der Darmwand lokalisierten
Huminsäuren in Form dieser Komplexe in das Darmlumen ausgestoßen werden. Unter
diesen Voraussetzungen lassen sich die unterschiedlichen Lokalisationsstellen der
Huminsäuren im Darmgewebe bei den beiden verschiedenen Versuchsansätzen erklären.
Im 1. Versuch waren die aktivierten Huminsäuren vor allem zwischen den Mikrovilli im
Bürstensaum und in den Becherzellen des Epithels anzutreffen. Vereinzelt waren
Huminsäurepartikel in den Enterozyten und der Lamina propria mucosae zu erkennen. Mit
einer Fütterungsdauer von 4 Wochen wäre genug Zeit verstrichen, dass die
Huminsäurepartikel, gebunden an die B- oder Plasmazellen bzw. das neugebildete Ig A die
Epitheloberfläche erreichen konnten. Eine weitere Aufnahme von zugefütterten
Huminsäuren wäre dann auf Grund der eingetretenen Antikörperbildung und dem damit
verbundenen Verschluß der Bindungsstellen an den M-Zellen unterbunden worden. Somit
würden die in der Darmwand lokalisierten Huminsäurepartikel mit der Ausstoßung in das
Darmlumen langsam aus dem Darmgewebe eliminiert, so dass sie nach 4 Wochen nur noch
im oberen Teil der Darmwand anzutreffen sind. Die aktivierten Huminsäurepartikel
konnten während der Einbettung nicht durch verschiedenen Lösungsmittel von den
Mikrovilli getrennt werden, so dass von einer zeitweisen Bindung der Huminsäurepartikel
an den Bürstensaum ausgegangen werden kann. Ob die Bindung durch membrangebundene
Rezeptoren vermittelt wird, kann nur vermutet werden.
Die offensichtlich vermehrte Resorption der Huminsäuren im 2. Versuch (Dysticum)
könnte auf die kürzere Fütterungsdauer von 12 Tagen zurückzuführen sein. Nach 10 Tagen
erreichen die B- oder Plasmazellen die Lamina propria mucosae und hätten weitere 2 Tage
Zeit für die Antikörperbildung. Damit wären die Huminsäurepartikel ebenfalls in diesem
Abschnitt der Darmwand eingetroffen. Ihr Fehlen im Bürstensaum und ihre merklich
geringere Anwesenheit in den Becherzellen könnte damit erklärt werden, dass sie in einem
Zeitraum von 12 Tagen bei ihrer Wanderung in Richtung Darmlumen diesen Teil der
Darmwand noch nicht erreicht haben. Dementsprechend wäre auch die Aufnahme der
Huminsäuren durch die M-Zellen nicht beeinträchtigt, so dass weitere Huminsäurepartikel
in das Darmgewebe nachrücken könnten.
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Die bei den Ferkeln ermittelte Becherzellvermehrung könnte eventuell auf einer
mechanischen Reizung der Darmschleimhaut durch die Huminsäuren beruhen, wenn davon
ausgegangen werden kann, dass Huminsäuren als äußere Faktoren für mechanische Reize
auf dem Epithel sorgen und chronische Reizzustände zu einer Vermehrung der
Becherzellen führen (SAJONSKI u. SMOLLICH 1990; URLAUB 1998). Aufgrund dieser
vermehrten Anzahl an Becherzellen ist eine gesteigerte Schleimproduktion bei diesen
Tieren anzunehmen (LEV 1970). Im Zusammenhang mit einer gesteigerten
Schleimproduktion ist die Schutzfunktion des Schleims zu betrachten, die sich bei den mit
Huminsäuren gefütterten Tieren positiv auf die Abwehr von schädlichen äußeren
Einflüssen auswirken dürfte. Neben einem mechanischen Schutz durch die Wirkung als
Gleit- und Schmiermittel (FORSTER et al. 1982; ALLEN et al. 1982; MOUWEN et al.
1983; WILLE 1980, 1984; MANTLE 1990) ist der chemische und physikalische Schutz
vor Austrocknung (KENT 1971) oder enzymatischer Verdauung (FLOREY 1970;
SANDERSON u. WALKER 1993) nicht zu vernachlässigen. Schleim ist außerdem ein
wichtiger Bestandteil der Darmbarriere (FLEMSTRÖM et al. 1999; LAUTERBACH
1999). Er reguliert die Resorption von Makromolekülen und niedermolekularen
Verbindungen (FORSTER et al. 1982; SAKATA u. VON ENGELHARDT 1979;
FLEMSTRÖM et al. 1999), erschwert die Penetration von Mikroorganismen, Parasiten und
deren Toxine und fördert den Abtransport über eine Haftung an ihm (JOHANNSEN 1985).
Die Ausschüttung von Ig A mit dem Schleim ist ein weiterer wichtiger Faktor, der sich
positiv auf das Abwehrsystem der mit Huminsäuren gefütterten Tiere auswirkt (FORSTER
et al. 1982; KLEIN 1991).
Die oben erläuterte Stimulation der Immunabwehr könnte ein möglicher Erklärungsansatz
für viele in der Literatur beschriebenen Effekte der Huminsäuren nach oraler Applikation
sein. Die antibakterielle und viruzide Wirkung könnte mit einer gesteigerten
Abwehrfunktion genauso erklärt werden wie die antineoplastische Wirkung, da Tumor-
zellen bei einer besseren Immunitätslage des Organismus ein schlechteres Milieu für ihre
Vermehrung vorfinden.
Die Regulation der Darmflora und die damit verbundene Stoffwechselstabilisierung ist
ebenfalls eng mit der Immunitätslage des Organismus verknüpft. Bei einer durch Streß ver-
ursachten Schwächung des Immunsystems kommt es zu ausgeprägten Schleimhaut-
schädigungen, die das Eindringen von Krankheitserregern in den Organismus ermöglichen
(TOURNUT et al. 1969; TANNOCK u. SAVAGE 1974; LIZKO 1987; CLARKE u.
GYLES 1993; CHAR u. FARTHING 1994; EHINGER 1998; ORTMANN 1999). Ist die
Immunabwehr dagegen aktiviert, kann die Mikroflora reguliert werden und ihren Aufgaben
bei der Nahrungsaufspaltung und Festigung der Darmbarriere nachkommen. Dadurch wird
der Stoffwechsel stabilisiert und die Struktur und Funktion der Darmwand positiv
beeinflußt (GORDON u. BRUCKNER-KARDOSS 1961; ABRAMS u. BISHOP 1966;
PESTI u. EYSSEN 1976; GEBBERS u. LAISSUE 1982, 1989; HESS 1991). Auf diese
Weise kann auch der ergotrope Effekt der Huminsäuren interpretiert werden: Ein
abwehrgestärktes Jungtier kann durch die Einstellung der Eubiose den Infektionsdruck
besser verarbeiten und die zugeführte Energie für die Lebendmasseentwicklung nutzen.
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Bei einer guten Immunitätslage ist der Organismus außerdem in der Lage, Entzündungs-
reaktionen einzudämmen und die Wundheilung von infizierten Wunden zu beschleunigen.
Die bei äußerlicher Anwendung auftretende antiphlogistische Wirkung einschließlich der
schnelleren Wundheilung kann mit einer gesteigerten humoralen Abwehr allerdings nicht
erklärt werden. Auch die adstringierende Wirkung ist auf diese Weise nicht zu deuten.
Eine antiresorptive Wirkung für bestimmte Substanzen, die vom Körper als Antigen
angesehen werden, läßt sich ebenfalls mit der Antikörperbildung erklären. Durch die Aus-
bildung von Antigen-Antikörper-Komplexen werden körperfremde Substanzen gebunden
und der Resorption entzogen. Der in der Literatur auftauchende Widerspruch, dass an
Huminsäuren gebundenes Eisen vom Darm besser resorbiert wird (BODE 1983; FUCHS
et al. 1990; FUCHS u. KÜHNERT 1990), kann nur für den Zeitraum zutreffen, in dem
Huminsäuren über die M-Zellen aufgenommen werden. Eine detoxifizierende Wirkung
durch Bindung von toxischen Stoffen an Huminsäuren und deren beschleunigte
Elimination über die Faeces (MÜLLER-WEGENER 1976; RIDWAN 1977; RIDWAN et
al. 1978; KLÖCKING 1980; ROCHUS 1981 a; GOLBS 1983; KÜHNERT et al. 1989;
RIEDE 1991; KÜHNERT et al. 1992; STEIN 1994; GLYNN 1995) kann erst nach
Abschluß der Huminsäureaufnahme über die M-Zellen eintreten.
Der paramunologische Effekt der Huminsäuren, der sich auch beim Menschen in einer
Stimulation der körpereigenen Abwehr über die PEYER-Platten und einer erhöhten Phago-
zytoseaktivität zeigt (DABROWSKI et al. 1999; JABLKOWSKI et al. 1999; SOLOVIEVA
et al. 1999), beruht wahrscheinlich nicht nur auf dem Inducer-Effekt der polyphenolischen
Komponente in der Huminsäurestruktur (KÜHNERT et al. 1989). Die Steigerung der
systemischen Immunabwehr spielt ebenfalls eine große Rolle. Positive Einflüsse auf
Faktorenkrankheiten in der Jungtieraufzucht (LANGE 1985; LANGE et al. 1987; RIEDE
et al. 1991) wie auch auf den MMA-Komplex bei Sauen und verschiedene Endometritiden
(mündl. Mitteilung H. KNAUF) sind mit Sicherheit in dem erhöhten B- und
Plasmazellgehalt und einem weiteren Lymphozytenübertritt aus dem Kreislaufsystem in die
Tunica mucosa begründet.
Die schleimhautabdeckende Wirkung der Huminsäuren, die eine mehr oder weniger
homogene Verteilung im Magen-Darm-Trakt nach oraler Applikation voraussetzt, konnte
in dieser Versuchsreihe nicht beobachtet werden. Andererseits darf bei einer Huminsäure-
konzentration von 4 – 12 g/kg Futter und einer durchschnittlichen Futteraufnahme von
etwa 800 – 1000 g/d in der Ferkelaufzuchtphase eine „vollständige Auskleidung“ des
Dünndarmepithels bzw. eine Schleimhautabdeckung angesichts einer Länge von 16 – 21 m
beim Schwein (VOLLMERHAUS u. ROOS 1999) und einer Dünndarmoberfläche von
114 m² bei einem 10 Tage alten, 3 kg schweren Ferkel (BUDDLE u. BOLTON 1992) auch
nicht erwartet werden. Auffällig war die Einlagerung von Huminsäurepartikeln zwischen
den einzelnen Mikrovilli in der 1. Versuchsreihe (aktivierte Huminsäuren).
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Im Gegensatz zu den B-Zellen, die die produzierten Antikörper über das Epithel ins Darm-
lumen leiten, bilden die Plasmazellen das Ig A der Sekrete (BJERKE u. BRANDTZAEG
1990 a, b). Bei sezernierenden Organen wird dieses Ig A über das Epithel ausgeschieden.
Dagegen erfolgt bei nicht sezernierenden Organen ein Transport über den Blutkreislauf zu
sekretorisch aktiven Organen. Dort wird das Ig A an die Schleimhautoberfläche abgegeben
(KLEIN 1999). Demzufolge müßte sich ein erhöhter Ig A-Gehalt im Speichel, in der
Tränenflüssigkeit und gegebenenfalls in der laktierenden Milchdrüse nachweisen lassen.
Daraus würde sich nicht nur ein interessanter Ansatz für weitere Untersuchungen ergeben,
es stellt sich auch die Frage, ob durch eine Huminsäureverfütterung der Immunglobulin-
gehalt im Kolostrum so erhöht werden kann, dass über eine verbesserte Immunabwehr die
Ferkelverluste während des Absetzens eingedämmt und die Lebendmasseentwicklung
während der Aufzucht gesteigert werden können. Eine gut ausgebildete Immunitätslage ist
auch insofern wichtig, als bei Ferkeln die Migrationsdauer der Enterozyten mit
7 - 10 Tagen deutlich länger ist als bei 3 Wochen alten Ferkeln mit einem
Generationswechsel von 2 – 4 Tagen (MOON et al. 1983). Somit ist bei einer Schädigung
des Epithels eine verlängerte Regenerationszeit und eine Beeinträchtigung der intestinalen
Barriere gegeben, und einem Übertritt von Krankheitserregern wird Vorschub geleistet.
5.4 Bakterielle Belastungen der intestinalen Barriere
Die Salmonellose ist eine bakterielle Erkrankung, die vor allem bei Jungtieren als Septi-
kämie auftritt (ROLLE u. MAYR 1993). Die wirtschaftliche Bedeutung ist in der Regel
nicht so groß, weil die Mortalität in den meisten Fällen gering ist (PLONAIT u.
BICKHARDT 1997; ORTMANN 1999). Bei Ferkeln und Läufern können dagegen
erhebliche Verluste durch akute Erkrankungen und Todesfälle verursacht werden
(KRUTSCH 1997). Der Erreger besitzt eine hohe Resistenz. Die Empfänglichkeit kann
durch resistenzmindernde Einflüsse erheblich gesteigert werden, wohingegen die Patho-
genität von der Adaptation an eine Tierart bestimmt wird (ROLLE u. MAYR 1993).
Bereits durch kurze Transportwege läßt sich eine erhöhte Ausscheidung von Salmonellen
im Kot nachweisen (WILLIAMS u. NEWELL 1970; CRAVEN u. HURST 1982; SCHULZ
1983). Dementsprechend könnten die Ferkel der eigenen Versuche infolge des Transports
von dem Lehr- und Versuchsgut Oberholz zum Versuchstierstall des Instituts für
Tierernährung, Ernährungsschäden und Diätetik eine erhöhte Empfänglichkeit für eine
Salmonelleninfektion bzw. –erkrankung aufgewiesen haben. In einer vorausgegangenen
Studie über den Effekt von Huminsäuren auf die zootechnischen Parameter frisch
abgesetzter Ferkel konnten tatsächlich bei mehreren Tieren Salmonellen nachgewiesen
werden; gleichwohl waren hier zwischen den Tieren der Kontrollgruppe und den mit
Huminsäuren gefütterten Ferkeln keine eindeutigen Unterschiede in der Erkrankungsrate
zu beobachten (SCHUHMACHER u. GROPP 1997). Bei dem 1. Versuch (akt. Humin-
säuren) der eigenen Versuchsreihe verendete ein Ferkel aus der Gruppe der mit
12 g akt. HS/kg Futter gefütterten Tiere. Eine bakterielle Untersuchung zur Erreger-
bestimmung wurde aber nicht durchgeführt. obwohl eine Salmonelleninfektion in Betracht
gezogen werden konnte.
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Die Salmonelloseerkrankung der Schweine geht mit Enteritiden und Fieber einher. In
diesem Zusammenhang kommt es zu einer Degeneration und vermehrten Abstoßung von
Enterozyten, die mit einer Verkürzung der Darmzotten endet (GIANELLA 1979;
ORTMANN 1999). Diese verkürzten Darmzotten einschließlich des hochgradig
geschädigten Epithels ließen sich bei den drei Versuchstieren des 1. Versuchs
(akt. Huminsäuren) dokumentieren. Dabei weist das mit 4 g Huminsäuren/kg Futter
gefütterte Tier die deutlichste Schädigung auf, was möglicherweise mit einer
immunologischen Doppelbelastung zu erklären wäre. Diese Schädigung, die bereits
lichtmikroskopisch den Bürstensaum mit einbezieht, konnte bei dem Kontrolltier des
1. Versuchs (akt. Huminsäuren) anhand der elektronenmikroskopischen Aufnahmen
deutlich nachgewiesen werden. Vorausgesetzt die Huminsäuren wirken als Antigen, hätte
sich dieses Ferkel gleichzeitig mit zwei Antigenen immunologisch auseinandersetzen
müssen. Diese Doppelbelastung könnte auch den Tod des Versuchstieres aus der Gruppe
der mit 12 g akt. HS/kg Futter gefütterten Ferkel erklären. Das überlebende Tier aus dieser
Gruppe wies dagegen das am besten erhaltene Epithel auf. Nach Überwindung der
Infektion wirkte sich dann die Steigerung der Immunabwehr durch die Huminsäuren
positiv auf die Epithelstruktur aus. Die mittelgradige Schädigung des Kontrolltieres würde
dieser These entsprechen. Bei einer Versuchstieranzahl von 3 ausgewerteten Tieren könnte
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Huminsäuren (HS) als natürliche Arzneimittel werden in der Therapie, Prophylaxe und
Metaphylaxe von Durchfallerkrankungen bei nahezu allen Tierarten eingesetzt. In der
Jungtieraufzucht sind sie eine Alternative zu herkömmlichen antimikrobiellen Leistungs-
förderern. Bei ihrem Einsatz wurde bislang davon ausgegangen, dass sie vollständig über
die Faeces ausgeschieden werden und damit keiner intestinalen Resorption unterliegen.
Ziel dieser Arbeit war es, aktivierte Huminsäuren (AHS) und das Medikament „Dysticum“
(DYS) nach oraler Aufnahme mit dem Futter in der duodenalen Darmwand von Ferkeln
nachweisen zu können. Eine etwaige Lokalisation in der duodenalen Darmwand sollte
dokumentiert werden.
Es wurden 2 Versuche mit insgesamt 14 frisch abgesetzten Ferkeln im Alter von 4 Wochen
durchgeführt. Im 1. Versuch wurden 3 Ferkel 35 Tage mit 4 g und 12 g AHS/kg Futter
(AHS-Gruppe) und ohne AHS (Kontrolle) gefüttert. Während des 2. Versuchs erhielten
8 Ferkel 12 Tage lang 10 g DYS/kg Futter (DYS-Gruppe). Drei Ferkel bildeten die
Kontrollgruppe für die mit DYS gefütterten Ferkel. Nach der Tötung wurden Gewebe-
proben von unterschiedlich definierten Lokalisationsstellen des Duodenums entnommen.
Ein Teil der Proben wurde für die lichtmikroskopische Auswertung in Paraffin eingebettet.
Die Proben für die ultrastrukturelle Analyse wurden in Durcupan eingebettet. Für die
lichtmikroskopische Untersuchung wurden Hämatoxylin-Eosin, Alcianblau-Hämatoxylin
und Alcianblau-PAS gefärbte sowie ungefärbte Schnitte verwendet. Zusätzlich wurden
Semidünnschnitte angefertigt, um einen lichtmikroskopischen Vergleich zu den Ultradünn-
schnitten zu haben und die Lage der Huminsäurepartikel (HSP) in den Becherzellen über-
prüfen zu können. Die elektronenmikroskopische Auswertung der Ultradünnschnitte
erlaubte eine detaillierte Analyse der Lokalisation und der Struktur der HSP in der
duodenalen Schleimhaut.
In den ungefärbten Paraffinschnitten konnten die HS als kleine schwarze Partikel
identifiziert werden. Bei der AHS-Gruppe wurde eine deutlich geringere Einlagerung von
HSP in die duodenale Darmwand als bei den Tieren der DYS-Gruppe nachgewiesen. Die
Anzahl der HSP bei dem mit 12 g AHS gefütterten Ferkel war deutlich höher als nach
Fütterung mit 4 g AHS. Mit einer semiquantitativen Analyse wurde eine vermehrte
Einlagerung von HSP bei der DYS-Gruppe in der Darmwand des Duodenums bestätigt.
Die Anzahl der HSP war nach DYS-Fütterung deutlich höher als nach oraler Aufnahme
von 12 g AHS. Die HSP konnten über die gesamte Darmwand bis in die Tunica muscularis
dokumentiert werden. Beim 1. Versuch (AHS) lagen die HSP vorwiegend in den Entero-
zyten und den Becherzellen. Im 2. Versuch (DYS) wurden die HSP vermehrt in den
tieferen Schichten der Darmwand gefunden. Dort waren sie sogar in der Tunica media
einer Arterie lokalisiert. Die Verteilung der HSP war bei beiden Versuchsansätzen
inhomogen.
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Mit der Hämatoxylin-Eosin-Färbung wurde die Struktur der duodenalen Darmwand nach
oraler HS-Aufnahme gezeigt. Die Ferkel des 1. Versuch (AHS) wiesen ein unterschiedlich
gut erhaltenes Epithel auf. So konnte bei dem Kontrolltier eine mittelgradige Schädigung
des Epithelsaums dokumentiert werden: Die Zotten waren verkürzt, der Bürstensaum
zerrissenen und die niedrigen Enterozyten stark aufgelockert. Es wurden eine Erhöhung der
Becherzellzahl und eine Erweiterung der Zottenlymphgefäße mit einer semiquantitativen
Analyse bei der AHS-Gruppe nachgewiesen. Bei den Ferkeln des 2. Versuchs (DYS) war
das Epithel weitgehend intakt. Eine Erhöhung der Becherzellzahl im Epithel der DYS-
Gruppe konnte ebenfalls semiquantitativ ermittelt werden. Die Lumina der zentralen
Zottenlymphgefäße im Duodenum waren nach DYS-Fütterung stärker erweitert als im
1. Versuch (AHS).
Die Alcianblau-Hämatoxylin-Färbung und die Alcianblau-PAS-Färbung erbrachten einen
zusätzlichen Nachweis der Lokalisation von HSP in den Becherzellen. Einzelne Partikel
wurden sogar in den basalen Anteilen der Becherzelle, dem Stiel, nachgewiesen. Die in der
Hämatoxylin-Eosin-Färbung bereits deutlich auffällige Becherzellerhöhung konnte mit
Hilfe dieser Färbungen und der Bildanalyse verifiziert werden. Die semiquantitative
Analyse ergab für das Kontrolltier des 1. Versuchs (AHS) durchschnittlich
2,0 Becherzellen/100 µm Epithellänge. Die Kontrolltiere des 2. Versuchs (DYS) wiesen
mit 1,2 – 2,0 Becherzellen/100µm Epithellänge ähnliche Werte auf. Bei dem mit 4 g AHS
gefütterten Ferkel konnte mit durchschnittlich 1,62 Becherzellen/100 µm Epithellänge
keine Erhöhung der Becherzellzahl ermittelt werden. Durchschnittlich 4,75 Becher-
zellen/100 µm Epithellänge wurden nach Fütterung von 12 g AHS/kg Futter ermittelt.
Nach oraler Aufnahme von 10 g DYS/kg Futter konnten 3,0 – 4,8 Becherzellen/100 µm
Epithellänge gezählt werden. Damit war die Anzahl der Becherzellen um mehr als das
Doppelte erhöht.
In den ungefärbten Semidünnschnitten wurden die HS eindeutig in den Becherzellen des
Duodenums nachgewiesen. Hier konnte die deutlich vermehrte Einlagerung von HSP nach
Fütterung von 12 g AHS/kg Futter im Vergleich zu der oralen Aufnahme von 4 g AHS/kg
Futter erneut gezeigt werden. HSP aus dem DYS-Versuch waren in wesentlich geringerem
Umfang in den Becherzellen zu finden.
Auf ultrastruktureller Ebene wurden die lichtmikroskopischen Befunde bestätigt, und die
Lokalisation der HS war intrazellulär präzise möglich. Zusätzlich konnte die granuläre
Struktur der HS auf diese Weise gut dokumentiert werden. So befanden sich in der
1. Versuchsreihe (AHS) die HSP hauptsächlich im Bürstensaum und nur vereinzelt in den
Enterozyten. Beim 2. Versuch (DYS) hingegen waren die HSP in den Enterozyten und der
Lamina propria mucosae eingelagert. Dabei konnten keine HSP zwischen den Mikrovilli
der Enterozyten dokumentiert werden. Die Lokalisation von HSP in unmittelbarer Nähe zu
Abwehrzellen und Blut- und Lymphgefäßen der Darmschleimhaut wurde ultrastrukturell
bestätigt. Zusätzlich waren HSP in APUD- und PANETH-Zellen und in einem Hetero-
phagosom lokalisiert. Eine Resorption über die Enterozyten ist unwahrscheinlich. Viele
Anhaltspunkte sprechen aber für eine Absorption der HS über die M-Zellen des Dom-
epithels in Jejunum und Ileum. Der Resorptionsmechanismus konnte allerdings nicht
untersucht werden, da in der vorliegenden Arbeit ausschließlich das Duodenum Unter-
suchungsgegenstand war.
Nach oraler Aufnahme von 4 bzw. 12 g AHS/kg Futter oder 10 g DYS/kg Futter konnte
erstmalig eine massive Einlagerung von HSP in die duodenale Darmwand auf licht- und
ultrastruktureller Ebene nachgewiesen werden. Die Aufklärung der intestinalen
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Humic acids as a natural medicine are applied therapeutically, prophylactically, and
metaphylactically to diarrhoea in nearly all species of animals. In the breeding of young
cattle they are an alternative to traditional anti-microbial growth promotors. They are
believed to be completely excreted in the faeces with no intestinal resorption. The aim of
this study was to detect activated humic acids and the medicament "Dysticum" (DYS) in
the duodenum of piglets after oral supply via food. A possible location in the intestinal wall
of duodenum was to prove.
Two experiments were conducted with 14 recently unsuckling, 4-weeks-old piglets. In the
first experiment, 3 piglets were fed for 35 days with 4 g and 12 g activated humic acids
(AHA)/kg food (AHA-group) and without any AHA (control group). In a second
experiment DYS was administered to 8 piglets in a concentration of 10 g/kg food for
12 days (DYS-group). In this experiment 3 piglets were used as controls. After putting the
piglets down, tissue samples were taken from various marked locations of the duodenum.
A part of this material was embedded in paraffin for light microscopy. Tissue to be used in
ultrastructural analysis was embedded in Durcupan. For light microscopical examination,
hematoxylin-eosin-, alcianblue-hematoxylin and alcianblue-PAS stained as well as
unstained sections were used. Additionally, semithin sections were prepared in order to
facilitate the electron microscopical detection of humic acid particles (HAP) in goblet cells.
Ultrastructural analysis allowed a precise location and a detailed description of HAP in the
duodenal mucous membrane.
In unstained paraffin sections HAP were identified as small dark bodies. In the first
experiment, piglets of the AHA-group were found to have considerably less HAP in the
duodenal intestinal wall than those from the DYS-group. The number of HAP present in
animals fed with 12 g AHA was clearly higher than in those fed with 4 g. By means of a
semiquantitative analysis an augmented storage of HAP was demonstrated in the intestinal
wall of animals from the DYS-group. The number of HAP present in these piglets was
obviously higher than those measured after oral supply of 12 g AHA. HAP were
documented in the complete intestinal wall up to the muscular tunic. In the first experiment
(AHA-group), humic acids were mostly found in enterocytes and goblet cells. In the second
experiment (DYS-group) HAP were frequently observed in the deeper layers of the
intestinal wall. Even in the medial tunic of an artery they were detected. The overall
distribution of HAP in the intestinal wall was inhomogenous.
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The structure of the duodenal intestinal wall was revealed by means of hematoxylin-eosin
staining. In piglets from the first experiment (AHA-group), the epithelium was found in
different stages of tissue preservation. A mediocre damage was documented in the control
animal’s epithelium border: the intestinal villi were shortened, the brush border was
tattered and the low enterocytes appeared heavily loosened. In animals from the
AHA-group an increase in the number of goblet cells, as well as a dilation of the lymphatic
vessels within the villi were identified by semiquantitative analysis. The piglets epithelia in
the second experiment (DYS-group) remained for the most part uninjured. An increase in
the number of goblet cells in the epithelium of the DYS-group was also ascertained
semiquantitatively. The lumina of the central lymphatic vessels of duodenal villi were more
dilated after DYS feeding than those in the first experiment (AHA).
Alcianblue-hematoxylin staining and alcianblue-PAS staining provided additional evidence
for the presence of HAP in goblet cells. Single particles were detected even in the basal
part, the stem, of the goblet cells. The augmentation in goblet cells, which has been found
already remarkably higher in hematoxylin-eosin staining, was confirmed after examination
by means of image analysis. In one control animal of the first experiment (AHA-group) the
semiquantitative analysis revealed an average of 2.0 goblet cells/100 µm length of
epithelium. Control animals of the second experiment (DYS-group) showed similar values
ranging between 1.2 and 2.0 goblet cells/100 µm length of epithelium. The piglets fed with
4 g AHA/kg food showed no increase in numbers of goblet cells. Average values were 1.62
goblet cells/100 µm length of epithelium. An average of 4.75 goblet cells/100 µm length of
epithelium was found after feeding with 12 g AHA/kg food. Feeding with 10 g DYS/kg
food resulted in 3.0 – 4.8 goblet cells/100 µm length of epithelium. The increase in the
number of goblet cells was more than doubled. Also in unstained semithin sections of the
duodenum humic acids were undoubtedly found in the goblet cells. In these sections the
previously described increase of intracellularly stored HAP in animals fed with 12 g
AHA/kg food was confirmed. HAP in animals from the DYS-group were found to a clearly
lesser extent in the goblet cells.
On the ultrastructural level the light microscopical results were verified. Moreover, it was
possible to ascertain the precise intracellular location of humic acids and to characterize
their fine structure. In the duodenum of the AHA-group HAP were mainly found in the
brush border and sporadically in enterocytes. Whereas in the second experiment
(DYS-group) HAP were found stored up in enterocytes and the lamina propria mucosae.
There were no HAP observed between the microvilli of enterocytes. The location of the
particles next to defence cells as well as blood- and lymphatic vessels was confirmed.
Additionally, HAP were localized in APUD- and PANETH’s cells and in a
heterophagosome. A resorption by enterocytes is rather unlikely. However, there is lot of
evidence that an absorption of humic acids is due to microfold cells of dome epithelium in
the jejunum and ileum. The mechanisms of resorption were not examined as the subject of
interest of the present work was the duodenum.
In conclusion, after oral ingestion of 4 and 12 g AHA/kg food or 10 g DYS/kg food a
massive storage of HAP in the duodenal intestinal wall could be documented on the light
and ultrastructural level for the first time. Further light and electron microscopical research
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8 Anhang
8.1 Anzahl der Huminsäurepartikel nach Auswertung mit der Bildanalyse







1 5 4 22
3 5 5 39
17 8 9 31
20 7 13 11
21 18 19 19
29 7 24 11
30 7 26 24
31 9 32 8
34 8 33 10
35 28 39 12
37 11 40 6
46 2 42 5
51 10 52 7
55 3 53 9
57 20 56 8




Tab. 8.1 a: Anzahl Huminsäuren pro 0,01 mm² Fläche bei den mit 4 g bzw.
12 g aktivierten Huminsäuren gefütterten Ferkeln des 1. Versuchs







1 67 2 2
3 125 4 keine
5 75 6 keine
7 76 8 keine
9 61 10 keine







1 8 2 55
3 25 4 55
5 1 6 36
7 38 8 keine
9 10 10 111







1 keine 2 32
3 keine 4 12
5 20 6 330
7 23 8 22
9 11 10 31







1 29 2 46
3 74 4 48
5 26 6 29
7 48 8 51
9 12 10 103
Tab. 8.1 b: Anzahl Huminsäuren pro 0,01 mm² Fläche bei den mit 10 g Dysticum/kg
Futter gefütterten Ferkeln des 2. Versuchs.
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8.2 Zottenlänge nach Auswertung mit der Bildanalyse












7 84,36 70,92 98,83 206,29 240,19
12 83,51 67,49 99,64 264,76 241,77
14 56,64 89,40 82,32 210,06 286,54
18 160,74 121,85 97,41 391,10 215,87
25 78,33 56,85 77,10 285,35 271,86
44 67,08 57,21 101,18 237,10 263,36
45 111,36 95,65 88,25 194,22 297,38
54 103,39 53,98 77,01 286,78 262,56
65 109,49 121,44 56,44 225,27 208,24
Ø 94,99 81,64 86,46 255,66 254,20
Ohrmarke 452 (0 g akt. HS/kg Futter)
Tab. 8.2 a: Zottenlänge des Kontrolltiers (0 g akt. HS/kg Futter) des 1. Versuchs















1 313,65 302,05 270,69 4 580,49 419,77 384,36
3 336,18 251,82 242,72 5 439,05 487,09 497,69
17 300,33 208,78 347,15 9 384,93 350,09 380,82
20 308,00 299,14 373,25 13 436,22 490,08 403,16
21 267,15 239,44 222,74 19 469,68 417,60 385,76
29 427,50 482,66 355,63 24 478,09 479,07 493,54
30 361,47 405,33 350,98 26 321,00 399,75 399,17
31 252,89 356,38 220,30 32 428,01 385,26 361,76
34 342,15 303,31 267,40 33 368,54 361,41 458,75
35 338,27 188,89 375,80 39 375,17 451,21 496,11
37 281,22 272,02 306,65 40 392,61 385,26 423,53
46 377,02 200,88 182,99 42 394,50 429,01 436,08
51 273,18 203,79 257,45 52 432,13 362,10 264,47
55 203,48 356,49 228,29 53 388,38 408,02 334,14
57 252,89 244,35 288,60 56 383,37 380,02 362,35
58 419,03 316,85 240,96 64 395,62 350,28 320,63
67 258,30 300,56 392,75 Ø 416,74 409,75 400,15
68 348,89 331,12 412,32
69 228,77 262,12 293,77
Ø 310,02 290,84 296,34
Ohrmarke 451 (4 g akt. HS/kg Futter) Ohrmarke 466 (12 g akt. HS/kg Futter)
Tab. 8.2 b: Zottenlänge des mit 4 g akt. HS/ Tab. 8.2 c: Zottenlänge des mit 12 g
kg Futter gefütterten Tiers des akt. HS/kg Futter gefütterten
















1 142,63 224,01 197,18 2,00 262,86 197,58 234,62
3 196,98 313,17 324,46 4,00 290,13 329,07 295,91
5 240,48 255,81 300,61 6,00 388,23 153,15 140,79
7 352,76 489,24 308,03 8,00 184,61 494,58 264,51
9 322,28 324,56 398,32 10,00 331,50 355,41 286,11
Ø 251,00 321,36 305,72 Ø 291,47 305,96 244,39








1 319,71 247,76 365,85
3 191,10 199,17 261,67
5 274,07 191,34 238,84
7 238,10 268,79 196,49
9 268,63 220,89 196,19
Ø 258,32 225,59 251,81
Ohrmarke K3 (0 g Dyst./kg Futter)















1 185,07 220,17 225,50 2 378,58 337,75 400,02
3 468,64 395,07 449,29 4 263,25 330,77 376,91
5 335,48 442,04 331,19 6 579,13 448,86 433,22
7 374,65 270,41 341,65 8 441,93 445,73 359,75
9 377,29 417,42 465,81 10 393,04 316,47 376,61















1 337,26 364,61 464,56 2 292,04 294,24 343,00
3 415,13 407,74 600,64 4 403,25 359,18 283,69
5 366,15 250,67 308,35 6 364,56 404,75 341,18
7 305,54 337,23 331,94 8 382,56 303,14 486,25
9 387,04 431,77 436,95 10 449,73 490,07 364,77















1 378,66 315,10 334,33 2 242,41 321,19 256,61
3 408,77 432,50 324,88 4 400,25 399,38 383,12
5 345,04 364,48 288,83 6 458,33 457,45 530,38
7 272,72 296,80 365,58 8 297,35 368,38 423,24
9 244,45 242,38 235,32 10 591,26 476,31 346,28















1 428,19 429,13 444,80 2 437,92 480,00 517,70
3 590,78 332,20 441,95 4 382,63 320,45 355,40
5 409,77 461,56 346,52 6 533,30 475,24 462,46
7 255,77 334,60 292,04 8 379,17 434,60 402,19
9 274,71 410,86 537,96 10 448,89 418,93 396,61
Ø 391,84 393,67 412,65 Ø 436,38 425,84 426,87
Ohrmarke 353 (10 g Dyst./kg Futter) Ohrmarke 378 (10 g Dyst./kg Futter)
Ohrmarke 363 (10 g Dyst./kg Futter) Ohrmarke 000 (10 g Dyst./kg Futter)
Ohrmarke 391 (10 g Dyst./kg Futter) Ohrmarke 392 (10 g Dyst./kg Futter)
Ohrmarke 383 (10 g Dyst./kg Futter) Ohrmarke 362 (10 g Dyst./kg Futter)
Tab. 8.2 e: Zottenlänge der mit 10 g Dyst./kg Futter gefütterten Tiere des 2. Versuchs
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8.3 Epithelhöhe nach Auswertung mit der Bildanalyse
höchste Stelle tiefste Stelle
7 40,34 49,29 36,14
12 49,37 43,45 28,48
14 47,24 49,55 30,01
18 38,65 48,25 30,15
25 44,74 58,30 44,86
44 26,20 43,87 30,76
45 39,19 56,93 39,46
54 41,00 55,40 29,30
65 20,85 33,24 23,96





Tab. 8.3 a: Epithelhöhe des Kontrolltiers (0 g akt. HS/kg Futter) des 1. Versuchs
höchste Stelle tiefste Stelle
1 37,32 55,19 27,73
3 50,67 52,97 26,99
17 36,29 40,75 21,74
20 41,21 38,30 17,70
21 43,67 63,14 43,38
29 58,92 41,67 8,11
30 25,72 51,50 5,61
31 31,18 49,72 29,35
34 36,60 48,80 23,98
35 26,68 49,69 18,16
37 42,50 40,67 21,53
46 37,88 39,30 8,73
51 17,36 38,67 10,91
55 24,60 42,67 14,48
57 25,50 37,40 10,15
58 57,53 62,46 19,65
67 51,94 38,59 18,11
68 51,16 48,81 27,42
69 23,14 26,47 9,21





Tab. 8.3 b: Epithelhöhe des mit 4 g akt. HS/kg Futter gefütteren Tiers des 1. Versuchs
höchste Stelle tiefste Stelle
4 51,11 55,06 39,90
5 54,06 50,40 22,21
9 56,95 53,58 37,28
13 50,78 64,68 55,33
19 68,05 59,06 47,48
21 48,42 68,05 59,06
26 54,48 62,40 55,56
32 52,12 53,85 25,53
33 75,75 63,44 52,40
39 49,52 74,14 46,34
40 73,15 55,45 42,54
42 52,77 54,20 38,86
52 61,14 71,46 50,11
53 63,19 74,99 53,42
56 54,86 64,42 47,13
64 57,28 62,24 37,94





Tab. 8.3 c: Epithelhöhe des mit 12 g akt. HS/kg Futter gefütterten Tiers des 1. Versuchs
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höchsteStelle tiefsteStelle höchsteStelle tiefsteStelle
1 47,98 45,70 43,17 2,00 49,70 43,69 38,16
3 45,24 41,24 28,83 4,00 47,44 42,40 19,90
5 39,82 78,10 45,98 6,00 39,43 39,77 38,16
7 57,08 66,77 40,87 8,00 45,53 53,22 24,13










höchste Stelle tiefste Stelle
1 46,43 48,06 37,44
3 51,52 57,66 52,89
5 58,38 62,44 25,78
7 38,65 41,88 37,21
9 48,16 37,44 29,58





Tab. 8.3 d: Epithelhöhe der Kontrolltiere (0 g Dyst./kg Futter) 2. Versuchs
höchste Stelle tiefste Stelle höchste Stelle tiefste Stelle
1 79,88 40,83 31,49 2 57,52 55,30 30,33
3 77,04 52,92 32,58 4 73,17 67,80 54,74
5 64,58 55,29 43,42 6 56,96 56,12 47,37
7 51,20 51,35 45,98 8 81,72 61,22 51,88
9 49,70 56,53 45,74 10 84,76 70,07 51,79
höchste Stelle tiefste Stelle höchste Stelle tiefste Stelle
1 64,35 60,39 50,15 2 56,53 48,78 37,37
3 61,43 46,71 39,90 4 136,32 60,68 48,95
5 48,33 44,63 37,60 6 54,34 43,58 38,12
7 56,35 46,76 33,52 8 73,72 63,59 42,68
9 55,92 55,87 43,70 10 48,36 44,78 22,74
höchste Stelle tiefste Stelle höchste Stelle tiefste Stelle
1 78,42 56,11 44,84 2 51,18 51,72 38,57
3 66,01 70,05 53,80 4 64,58 69,58 49,85
5 58,77 54,50 37,38 6 46,41 38,40 24,96
7 54,72 41,23 31,64 8 52,10 44,39 35,93
9 50,83 60,82 50,71 10 54,35 58,27 46,98
höchste Stelle tiefste Stelle höchste Stelle tiefste Stelle
1 60,15 61,92 44,03 2 45,52 55,25 42,69
3 44,12 73,40 55,17 4 58,24 79,30 44,54
5 34,61 58,13 34,30 6 66,87 43,17 27,69
7 50,18 47,53 40,67 8 51,89 29,65 24,24
9 81,48 57,35 31,93 10 39,85 44,93 30,31



























Ohrmarke 383 (10 g Dyst./kgFutter)









Tab. 8.3 e: Epithelhöhe der mit 10 g Dyst./kg Futter gefütterten Tiere des 2. Versuchs
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7 Länge: 19,56 20,05 5,92
Breite: 10,80 12,31 7,11
12 Länge: 50,17 21,33 9,86
Breite: 32,47 11,94 7,28
14 Länge: 28,95 20,04 35,65
Breite: 18,53 11,07 13,82
18 Länge: 16,40 34,29 15,44
Breite: 17,94 17,63 12,44
25 Länge: 12,70 22,89 38,80
Breite: 12,35 34,71 15,94
44 Länge: 31,93 17,01 12,80
Breite: 18,34 13,56 18,51
45 Länge: 12,70 21,59 22,87
Breite: 11,50 24,29 16,06
54 Länge: 25,43 28,74 23,03
Breite: 19,89 23,13 13,27
65 Länge: 33,11 21,85 23,32
Breite: 17,05 14,60 24,66
Ohrmarke 451 (0 g akt. HS/kg Futter)
Block








1 Länge: 104,09 58,69 73,18
Breite: 27,24 45,95 44,93
3 Länge: 60,78 46,50 55,19
Breite: 44,19 27,90 37,32
17 Länge: 69,32 72,05 77,06
Breite: 52,68 40,50 37,46
20 Länge: 49,77 46,37 75,36
Breite: 33,24 42,11 36,76
21 Länge: 107,15 73,38 88,42
Breite: 22,74 27,81 46,13
29 Länge: 85,53 42,87 67,30
Breite: 28,54 65,91 29,98
30 Länge: 67,95 55,74 72,63
Breite: 29,01 29,13 41,10
31 Länge: 73,48 59,28 63,45
Breite: 46,04 33,73 44,49
34 Länge: 76,35 110,85 63,60
Breite: 57,03 40,35 32,77
35 Länge: 96,54 63,51 52,63
Breite: 29,40 45,26 64,23
37 Länge: 61,05 41,65 107,21
Breite: 37,38 60,59 51,32
46 Länge: 45,03 85,32 50,88
Breite: 53,13 49,37 53,09
51 Länge: 88,90 53,74 45,13
Breite: 34,71 23,14 30,45
55 Länge: 39,24 68,94 77,55
Breite: 87,62 28,25 34,60
57 Länge: 58,80 63,37 87,25
Breite: 81,62 27,80 95,68
58 Länge: 107,28 81,26 105,27
Breite: 23,91 30,73 33,96
67 Länge: 106,62 78,00 69,79
Breite: 27,03 36,96 45,94
68 Länge: 105,27 59,74 87,24
Breite: 33,96 62,95 44,04
69 Länge: 70,48 113,62 99,81
Breite: 50,92 36,10 57,82
Ohrmarke 452 (4 g akt. HS/kg Futter)
Block









4 Länge: 70,48 132,32 127,74
Breite: 50,92 57,24 35,18
5 Länge: 49,50 123,61 67,14
Breite: 27,68 44,17 30,44
9 Länge: 72,85 57,53 104,25
Breite: 49,71 23,35 52,68
13 Länge: 65,88 122,61 90,85
Breite: 36,25 48,74 34,20
19 Länge: 151,49 74,28 47,22
Breite: 39,66 29,57 40,05
21 Länge: 104,11 58,70 65,56
Breite: 25,31 28,88 58,23
26 Länge: 63,69 133,50 127,38
Breite: 30,05 30,73 46,80
32 Länge: 94,57 80,91 37,71
Breite: 27,75 26,68 47,42
33 Länge: 102,12 68,52 68,01
Breite: 15,52 38,04 50,99
39 Länge: 80,67 59,50 62,99
Breite: 36,03 32,60 36,04
40 Länge: 138,73 46,86 108,36
Breite: 25,91 56,89 26,61
42 Länge: 100,75 157,90 50,23
Breite: 41,85 40,08 17,61
52 Länge: 63,38 159,22 47,07
Breite: 31,17 69,12 30,44
53 Länge: 108,45 49,23 41,05
Breite: 48,63 22,50 38,98
56 Länge: 62,89 71,38 90,41
Breite: 28,11 32,96 35,87
64 Länge: 56,04 129,17 95,33
Breite: 40,75 46,71 27,16
Ohrmarke 466 (12 g akt. HS/kg Futter)
Block













1 Länge: 14,31 82,15 17,99 2 Länge: 25,50 20,74 22,04
Breite: 23,85 45,75 14,60 Breite: 48,90 34,06 42,95
3 Länge: 20,89 34,03 26,54 4 Länge: 31,16 45,19 10,10
Breite: 28,48 29,90 26,50 Breite: 35,43 48,45 13,48
5 Länge: 73,45 18,51 33,11 6 Länge: 56,30 37,40 21,92
Breite: 49,39 19,75 40,87 Breite: 77,94 33,98 37,98
7 Länge: 66,66 31,07 40,64 8 Länge: 61,20 30,53 24,83
Breite: 27,31 15,62 39,64 Breite: 43,71 34,34 35,83
9 Länge: 44,00 16,74 27,12 10 Länge: 38,97 33,08 57,64
Breite: 29,92 27,93 36,88 Breite: 30,01 18,88 29,86











1 Länge: 24,18 19,62 53,85
Breite: 15,20 14,48 45,72
3 Länge: 19,75 20,74 31,29
Breite: 20,02 25,34 33,78
5 Länge: 19,06 31,00 14,46
Breite: 20,36 37,10 11,11
7 Länge: 28,48 25,72 21,11
Breite: 31,80 24,85 15,20
9 Länge: 40,44 33,79 37,44
Ohrmarke K3 (0 g Dyst./kg Futter)
Block
Lymphgefäßweite














1 Länge: 274,60 48,95 65,49 2 Länge: 67,11 89,15 85,42
Breite: 126,20 84,42 27,36 Breite: 40,02 60,55 33,52
3 Länge: 43,28 50,45 74,39 4 Länge: 76,82 91,50 33,78
Breite: 47,21 32,64 54,15 Breite: 44,61 73,52 78,70
5 Länge: 46,17 37,77 50,24 6 Länge: 71,73 54,97 50,58
Breite: 58,69 55,17 33,86 Breite: 63,62 60,90 55,73
7 Länge: 64,15 65,11 46,43 8 Länge: 58,13 65,68 56,57
Breite: 62,11 22,21 29,55 Breite: 30,02 49,79 68,65
9 Länge: 73,37 36,31 94,14 10 Länge: 113,90 96,05 83,89













1 Länge: 178,63 53,37 66,61 2 Länge: 76,87 84,27 82,22
Breite: 76,44 47,68 41,41 Breite: 59,49 69,66 28,42
3 Länge: 94,36 37,54 47,52 4 Länge: 177,96 126,90 101,72
Breite: 102,37 34,36 72,20 Breite: 52,47 51,84 42,04
5 Länge: 90,92 121,22 71,79 6 Länge: 71,31 68,20 51,30
Breite: 58,75 75,42 50,77 Breite: 59,46 98,08 46,65
7 Länge: 127,15 87,70 37,87 8 Länge: 95,36 109,52 72,13
Breite: 59,19 37,43 75,51 Breite: 64,99 54,06 59,91
9 Länge: 62,34 57,74 40,45 10 Länge: 100,99 39,98 157,82













1 Länge: 53,89 41,00 28,66 2 Länge: 96,66 60,59 120,27
Breite: 65,76 45,60 46,64 Breite: 46,75 54,54 58,84
3 Länge: 84,90 57,23 28,63 4 Länge: 113,83 155,30 41,85
Breite: 75,47 93,47 78,26 Breite: 85,07 81,84 77,85
5 Länge: 45,26 16,03 65,83 6 Länge: 226,09 102,02 112,86
Breite: 19,30 26,59 33,39 Breite: 45,75 48,54 117,87
7 Länge: 136,47 54,39 30,32 8 Länge: 107,76 141,92 167,37
Breite: 23,13 56,76 45,93 Breite: 46,38 44,94 40,67
9 Länge: 46,14 40,89 43,58 10 Länge: 93,04 65,03 71,80













1 Länge: 91,19 79,35 70,77 2 Länge: 115,67 131,60 187,64
Breite: 61,57 73,40 43,95 Breite: 79,39 71,65 69,17
3 Länge: 67,49 49,45 37,55 4 Länge: 104,67 139,77 106,86
Breite: 40,17 36,30 53,98 Breite: 54,89 45,50 61,48
5 Länge: 138,81 86,49 63,87 6 Länge: 75,94 94,00 269,29
Breite: 71,93 32,96 35,58 Breite: 39,10 37,79 34,87
7 Länge: 95,99 59,33 39,13 8 Länge: 105,92 69,86 77,47
Breite: 36,04 48,11 51,28 Breite: 77,17 36,80 40,19
9 Länge: 268,65 184,14 130,97 10 Länge: 91,88 91,37 98,06
Breite: 54,70 45,95 114,42 Breite: 37,03 56,18 40,31




















Tab. 8.4 e: Lymphgefäßweite der mit 10 g Dyst./kg Futter gefütterten Tiere des
2. Versuchs
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8.5 Anzahl der Becherzellen nach Auswertung mit der Bildanalyse
Ohrmarke 452 (0 g akt. HS/kg Futter)










Tab. 8.5 a: Becherzellanzahl /100 µm Epithellänge des Kontrolltiers
(0 g akt. HS/kg Futter) des 1. Versuchs
Ohrmarke 451 (4 g akt. HS/kg Futter)




















Tab. 8.5 b: Becherzellanzahl/100 µm Epithellänge des mit 4 g akt. HS/kg
Futter gefütterten Tiers des 1. Versuchs
Ohrmarke 466 (12 g akt. HS/kg Futter)

















Tab. 8.5 c: Becherzellanzahl/100 µm Epithellänge des mit 12 g akt. HS/kg
Futter gefütterten Tiers des 1. Versuchs
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Präparat Becherzellen/100 µmEpithellänge Präparat Becherzellen/100 µmEpithellänge
1 1 2 2
3 1 4 1
5 1 6 2
7 2 8 1
9 1 10 2
Ohrmarke K1 (0 g akt. HS/kg Futter) Ohrmarke K4 (0 g akt. HS/kg Futter)






Ohrmarke K3 (0 g akt. HS/kg Futter)
Tab. 8.5 d: Becherzellanzahl/100 µm Epithellänge der Kontrolltiere (0 g Dyst./kg Futter)
des 2. Versuchs
Ohrmarke 391 (10 g Dyst./kg Futter) Ohrmarke 392 (10 g Dyst./kg Futter)
Präparat Becherzellen/100 µm Epithellänge Präparat Becherzellen/100 µm Epithellänge
1 4 2 5
3 3 4 4
5 2 6 3
7 3 8 2
9 3 10 4
Ohrmarke 383 (10 g Dyst./kg Futter) Ohrmarke 362 (10 g Dyst./kg Futter)
Präparat Becherzellen/100 µm Epithellänge Präparat Becherzellen/100 µm Epithellänge
1 5 2 3
3 2 4 4
5 2 6 3
7 4 8 4
9 5 10 4
Ohrmarke 353 (10 g Dyst./kg Futter) Ohrmarke 378 (10 g Dyst./kg Futter)
Präparat Becherzellen/100 µm Epithellänge Präparat Becherzellen/100 µm Epithellänge
1 5 2 4
3 4 4 5
5 3 6 4
7 5 8 6
9 4 10 5
Ohrmarke 363 (10 g Dyst./kg Futter) Ohrmarke 000 (10 g Dyst./kg Futter)
Präparat Becherzellen/100 µm Epithellänge Präparat Becherzellen/100 µm Epithellänge
1 4 2 4
3 6 4 5
5 4 6 5
7 3 8 5
9 4 10 5
Tab. 8.5 e: Becherzellanzahl/100 µm Epithellänge der mit 10 g Dyst./kg Futter
gefütterten Tiere des 2. Versuchs
Anhang 163


















































806 0,22 x 0,22
809 0,22 x 0,24
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854 0,23 x 0,23
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